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  APR : réponse de phase aigue 
ATP : adenosine tri-phosphate 
BFU-E : burst forming unit-erythroid 
BMP : bone morphogenetic protein  
BMP-RE : bone morphogenetic protein 
responsive element 
C/EBP : CCAAT/enhancer-binding protein  
CFU : colonie forming units 
CFU-E : colony forming unit-erythroid 
CMH : ComplexeMajeur d’Histocompatibilité 
DCYTB : duodenal cytochrome B  
DMT1 : divalent metal transporter 1  
EPO : erythropoietine  
ERFE : erythroferrone 
ERRG : estrogen-related receptor gamma 
FGA : fibrinogene 
FOG : friend of GATA  
FPN : ferroportine 
GP130 : glycoproteine 130 
HAMP : hepcidine  
HCP1 : Heme carrier protein 1 
HJV : hemojuveline 
HMOX1 : heme-oxygenase 1 
HP : haptoglobine 
HPRT : hypoxanthine-guanine 
phosphoribosyltransférase 
HPX : hypotransferrinémique 
IFN : interferon  
IL(x) : interleukine  
IL(x)-R : récepteur à l’interleukine  
JAK : janus kinases  
LB : lysogeny broth 
LCN2/NGAL : lipocaline 2 / neutrophil 
gelatinase associated lipocalin  
LEAP-1 : liver-expressed antimicrobial 
peptide  
 
LIF : leukemia inhibitory factor 
LPS : lipopolysaccharide 
LTF : lactoferrine 
MAPK : mitogen-activated protein kinases 
NFB : nuclear factor-kappa B 
NLR : NOD-like receptors 
NRAMP1 : natural resistance-associated 
macrophage protein-1 
NRF2 : nuclear factor (erythroid-derived 2)-
like 2 
OSM : oncostatine M 
PAMPs : pathogen associated molecular 
patterns 
PBS : phosphate-buffered saline 
PRR : pattern recognition receptors 
ROS : reactive oxygen species 
SAA : serum amyloid a 
siRNA : small interfering RNA 
SMAD : SMA- and mothers against 
decapentaplegic-related protein 
SOCS : suppressor of cytokine signaling 
STAT : signal transducer and activator of 
transcription 
STAT-RE : signal transducer and activator of 
transcription responsive element 
TF : transferrine 
TFR : recepteur de la transferrine 
TGF-β : transforming growth factor β 
TLR : toll-like receptor 
TMPRSS6 : transmembrane protease serine 6 
TNF : tumor necrosis factors 
TSB : tryptic soy broth 
VHL : von hippel-lindau 































 I. Le fer, un élément essentiel 
Le fer est un élément fondamental pour la croissance et le développement de la majorité des 
organismes vivants, procaryotes et eucaryotes. Il participe à de nombreux processus 
cellulaires, dont le transport de l’oxygène, la synthèse d’ATP (adénosine triphosphate) et 
d’ADN (acide désoxyribonucléique) ainsi qu’à prolifération cellulaire.  
Le fer joue un rôle métabolique important dans la régulation du cycle cellulaire [1]. Il active 
les complexes de kinases cycline-dépendantes, favorisant la progression du cycle cellulaire 
vers la phase S (phase de réplication de l’ADN). D’autres protéines impliquées dans la 
réplication et la réparation de l'ADN utilisent le fer comme cofacteur, telles les ADN 
polymérases (Pol α, Pol δ et Pol ε), les ADN hélicases (Rad3 / XPD, ADN2, RTEL1, FANCJ 
et ChlR1) ou encore la ribonucleotide réductase, enzyme qui catalyse la conversion des 
ribonucléotides en deoxyribonucleotides [2]. 
Le fer participe également aux mécanismes de respiration cellulaire dans la mitochondrie. 
Dans la chaîne respiratoire, le fer contenu dans différentes enzymes (cytochrome c, NADH 
déshydrogénase, succinate déshydrogénase) permet le transfert des électrons, grâce à sa 
capacité d’oxydoréduction. Chez les procaryotes, le fer joue également un rôle dans ces 
processus, puisque certaines enzymes chez ces organismes sont communes à celles 
retrouvées chez les vertébrés, telles que la NADH déshydrogénase ou la succinate 
déshydrogénase.  
L’ATP est une molécule qui fournit l'énergie nécessaire aux réactions chimiques du 
métabolisme, et peut être obtenue par phosphorylation d’ADP (adénosine diphosphate) via 
la chaîne respiratoire des mitochondries et des procaryotes (cytochrome c oxidase)[3]. Le fer 
participe donc également au métabolisme énergétique. 
Enfin, le fer est un élément central de l’hème, molécule incorporée dans des protéines telles 
que l’hémoglobine ou la myoglobine (Figure 1). Les hémoprotéines sont impliquées dans le 
transport de l’oxygène dans l’organisme, via la fixation d’atomes d’oxygène sur les atomes 
de fer.  
L’hémoglobine et la myoglobine sont respectivement impliquées dans le transport de 




Figure 1. Structure de l’hème et de l’hémoglobine humaine (adapté de [5]) 
L’hémoglobine est composée de 4 chaines de globines (α et β) portant chacune un groupement prosthétique, 
l’hème, qui contient un atome de fer en son centre.  
Paradoxalement à ces effets bénéfiques, un excès de fer dans l’organisme peut être toxique. 
En effet, lorsqu’il est présent en trop grandes quantités, le fer peut induire la formation de 
radicaux libres (reactive oxygen species, ROS) en catalysant la réaction chimique de 
Fenton : 
Fe2+ + H2O2 → Fe
3+ + OH− + •OH 
Les radicaux libres ainsi générés altèrent les protéines (inactivation d’enzymes), les lipides 
(peroxydation lipidique) ainsi que l’ADN (cassure des brins d’ADN) et représentent donc une 
source possible de stress oxydatif et de mort cellulaire [6]. 
Le fer est donc un élément essentiel à la vie des organismes eucaryotes et procaryotes, 







 II. Homéostasie du fer chez l’hôte 
Lors d’une infection, le fer présent dans l’hôte est essentiel au développement du pathogène. 
L’évolution des mécanismes impliqués dans l’acquisition du fer illustre la compétition entre 
l’hôte et les pathogènes pour acquérir le fer nécessaire à leurs besoins vitaux.  
De son coté, l’hôte a développé des mécanismes pour empêcher l’acquisition du fer de 
l’organisme par le pathogène, afin de limiter sa croissance. Les pathogènes ont quant à eux 
su s’adapter aux environnements pauvres en fer, en développant de multiples mécanismes 
d’acquisition du fer. 
  1. Absorption, utilisation et stockage du fer 
Il n’existe pas de système d’excrétion actif du fer chez les mammifères. L’homéostasie 
cellulaire du fer nécessite donc un fin contrôle de son absorption, de son stockage et de sa 
distribution au niveau intracellulaire. 
 Absorption 
L’absorption du fer est réalisée par des cellules intestinales du duodénum, les entérocytes.  
Ces cellules sont polarisées et présentent, au niveau apical, une bordure en brosse 
contenant des microvillosités qui permettent l’absorption de nombreux nutriments présents 
dans l’alimentation.  
Dans les aliments, le fer existe sous deux formes principales : héminique (contenant de 
l’hème) et non héminique.  
La viande rouge, la volaille, le poisson et les fruits de mer renferment du fer héminique alors 
que les fruits séchés, les légumineuses, les légumes verts ou les œufs renferment quant à 
eux seulement du fer non héminique.  
Certaines molécules, comme la vitamine C, facilitent l’assimilation du fer par l’organisme 
alors que d’autres l’empêchent, tels les phytates ou les polyphénols, qui s’associent au fer 
non héminique et le rendent insoluble. De même, le café et le thé contiennent des tanins qui 






Selon la forme sous laquelle il se trouve, le fer est absorbé différemment par l’entérocyte au 
niveau de son pôle apical (Figure 2): 
 Le fer non héminique (fer ferrique, Fe3+): correspond aux formes de transport et de 
réserve du fer. Le fer ferrique (Fe3+) est réduit en fer ferreux (Fe2+) par une réductase, 
DCYTB (Duodenal cytochrome B), à la surface apicale de l’entérocyte puis il est 
absorbé par la cellule via un transporteur de métal divalent, DMT1 (divalent metal 
transporter 1) [7, 8]. 
 Le fer héminique (fer ferreux, Fe2+): forme présente dans l’hème (hémoglobine, 
myoglobine), représentant 70% du fer de l’organisme. Le fer héminique est transporté 
dans l’entérocyte probablement via le transporteur apical spécifique HCP1 (heme 
carrier protein 1) [9-11]. Suite à la dégradation de l’hémoglobine, puis de l’hème, via 
l’action de l’hème-oxygénase 1 (HMOX1), le fer est libéré dans la cellule. 
 











 Pôle basolatéral  
 
 
Figure 2. Absorption du fer non-héminique et du fer héminique par l’entérocyte [12] 
Seule une faible quantité du fer ingéré est absorbé par l’organisme (10 à 20%) via les entérocytes du duodénum. 
Selon la forme sous laquelle il se trouve, le fer sera réduit ou non, et pris en charge par des transporteurs 
différents. Seule la forme ferreuse Fe
2+
 peut entrer dans la cellule et être exportée vers le milieu extracellulaire. 
Une fois à l’intérieur de l’entérocyte, le fer peut être soit stocké au sein d’une protéine, la 
ferritine, soit excrété au niveau basolatéral dans la circulation sanguine via le seul 
exportateur de fer connu chez les mammifères : la ferroportine [13]. Après avoir été excrété 
dans le milieu extracellulaire, le fer est immédiatement oxydé en Fe3+ par l'héphaestine, une 
oxydase synthétisée par l’intestin [14]. A cause de sa toxicité, le fer ne reste pas libre dans la 
circulation sanguine et est associé à une protéine de transport synthétisée par le foie : la 




Le fer, associé à la transferrine, est distribué aux différents organes selon leurs besoins.  
 ◦ La moelle osseuse est le compartiment de l’organisme qui consomme la plus 
grande quantité de fer afin de satisfaire la demande érythropoiétique [15]. Le fer contenu 
dans l’hémoglobine représente près de 70% de la quantité de fer totale dans l’organisme. Le 
fer consommé par la moelle osseuse sert essentiellement à la synthèse de l’hème contenu 
dans l’hémoglobine lors de l’érythropoièse (Figure 3). Le fer est donc un facteur essentiel, 
mais quantitativement limitant, de l’érythropoièse, et une carence en fer de l’organisme 
conduit au développement d’une anémie.  
 
Figure 3. Etapes clés de l’érythropoïèse [16] 
Au sein de la moelle osseuse, un pool de cellules souches pluripotentes se différencient en progéniteur BFU-E 
puis CFU-E. L'érythropoïétine (EPO) est le facteur de croissance majeur de l’érythropoïèse et l’interaction avec 
son récepteur, situé à la surface des BFU-E et CFU-E, permet la prolifération de ces cellules, via l’activation de la 
voie de signalisation STAT5. Les proérythroblastes sont les premiers précurseurs formés, et perdent leur capacité 
d’expansion. Le fer est incorporé lors du stade des érythroblastes qui, après plusieurs mitoses successives, 
donnent naissance aux réticulocytes qui évoluent en globules rouges matures suite à l’expulsion de leur noyau.  
 ◦ Les cellules érythroides acquièrent le fer grâce à l’interaction entre l’holotransferrine 
(transferrine chargée de 2 atomes de fer) et son récepteur, TFR1, exprimé à la surface des 
cellules (Figure 4).  
Le complexe TF/TFRC est alors endocyté par la cellule puis le fer est libéré dans l’endosome 
tardif grâce à l’acidification du pH par une pompe à proton [17]. Le fer est transporté à 
travers la membrane endosomale vers le cytoplasme via DMT1 [18]. L’apotransferrine 
(transferrine non liée au fer) et TFRC sont ensuite recyclés à la surface cellulaire, où ils 







Figure 4. Acquisition du fer par les érythroblastes lors de 
l’érythropoïèse [15] 
Les érythroblastes acquièrent le fer via les cycles de 
transferrine. L’holotransferrine (HOLO-TF) lie son récepteur 
(TFRC) à la surface de la cellule, puis le complexe est  
endocytosé. Des endosomes se forment et s’acidifient, grâce à 
l’action de pompes à protons. Cette acidification conduit à un 
changement conformationnel de la transferrine et à la libération 
du fer. L’acidification permet aussi le transport du fer hors de 
l’endosome via le transporteur DMT1. L’apotransferrine (APO-
TF) et le TFRC retournent ensuite à la surface de la cellule où 
ils se dissocient grâce à la neutralité du pH. Ces protéines 
participeront à d’autres cycles de transport du fer.  
  ◦ Les érythrocytes représentent 50% du contenu total en fer de l’organisme, et leur 
recyclage constitue une source en fer importante. Ainsi, les érythrocytes en fin de vie (120 
jours chez l’homme, 40 jours chez la souris), qui contiennent des quantités importantes de 
fer, sont spécifiquement reconnus et phagocytés par le macrophage, via le phénomène 
d’érythrophagocytose. Les globules rouges sénescents sont notamment caractérisés par une 
densité cellulaire accrue, une perte d’asymétrie lipidique (externalisation des phosphatidyl-
sérines dans la couche lipidique externe), une perte des résidus d’acide sialique, une 
formation de néo antigènes de surface ou encore une accumulation de produits de 
peroxydation lipidique, ce qui permet leur reconnaissance par les macrophages [19].  
Au sein d’un phagosome intramacrophagique, le globule rouge va être dégradé pour libérer 
l’hémoglobine puis l’hème. L’hème est ensuite transporté dans le cytosol où il sera dégradé 
par l’hème oxygénase et ainsi permettre la libération de fer dans la cellule [20]. Ainsi, le fer 
contenu dans les érythrocytes sénescents est de nouveau disponible pour l’érythropoïèse et 
les autres besoins de l’organisme.  
 ◦ Lors de conditions particulières (hémolyse intra vasculaire), une libération d’hème et 
d’hémoglobine dans le milieu extracellulaire peut avoir lieu. Des glycoprotéines sanguines 
sécrétées par l’hôte, l’hémopexine et l’haptoglobine, vont alors séquestrer respectivement 
l’hème et l’hémoglobine présents dans la circulation [21]. Les complexes ainsi formés sont 
alors pris en charge par les macrophages du système réticuloendothélial via des récepteurs 
spécifiques exprimés à leur surface (CD163 et CD91). L’hème et l’hémoglobine sont ensuite 






 ◦ Une fois dans la cellule, le fer qui n’est pas utilisé est stocké au sein de la ferritine, 
une protéine exprimée de façon ubiquitaire dans l’organisme (notamment dans les 
macrophages, hépatocytes, entérocytes). La ferritine est formée de 24 sous-unités qui 
peuvent être de deux types : soit lourde (H), soit légère (L), chaque molécule de ferritine 
pouvant séquestrer jusqu’à 4500 atomes de fer. Le ratio de sous-unités H ou L varie selon le 
tissu et le statut physiologique de l’organisme. Les sous unités H de la ferritine ont la 
capacité de convertir le fer ferreux (Fe2+) en fer ferrique (Fe3+) contrairement aux sous unités 
L [20]. Cette activité ferroxydase empêche la réaction de Fenton entre le fer ferrique et le 
peroxyde d’hydrogène, et donc la production de radicaux libres, toxiques pour l’organisme. 
 ◦ Le fer est réparti dans l’organisme au sein de différents compartiments (Figure 5) ;  
  -  Dans le compartiment « fonctionnel », le fer est présent dans les molécules 
d’hémoglobine et de myoglobine, ainsi que dans certaines enzymes et cytochromes. Ce 
compartiment représente près de 75% de la quantité de fer totale de l’organisme.  
  - Le compartiment « stock » renferme le fer présent dans les hépatocytes et 
les macrophages du foie, de la rate et de la moelle osseuse, associé à la ferritine. Il 
représente 25% de la quantité de fer totale de l’organisme.  
  - Enfin, le fer présent dans le compartiment de « transport » est complexé à la 
transferrine et représente 0,1% de la quantité de fer totale de l’organisme. 
 
Figure 5. Répartition du fer présent dans l’organisme [12] 
Le fer est principalement présent dans l’hémoglobine contenue dans les érythrocytes. Quotidiennement, 1 à 2 mg 
de fer est absorbé par les entérocytes du duodénum et la même quantité est perdue via la desquamation des 
cellules épithéliales du tractus gastro-intestinal. Les menstruations chez la femme participent également à la 
perte de fer de l’organisme. 
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  2. Régulation systémique de l’homéostasie du fer par l’hepcidine 
Le métabolisme du fer est principalement régulé au niveau systémique par un peptide 
synthétisé par les hépatocytes, l’hepcidine [22-25]. Ce peptide est sécrété dans le plasma en 
réponse aux variations des besoins en fer de l’organisme, un excès en fer conduisant à sa 
synthèse et vice et versa. Sa principale action est de fixer la ferroportine présente à la 
surface des cellules et d’entrainer sa dégradation, limitant ainsi l’export de fer [26, 27].  
La ferroportine est le seul transporteur membranaire qui permet l’exportation du fer de la 
cellule vers le milieu extracellulaire, identifié chez les mammifères [13]. Elle est composée de 
12 domaines transmembranaires [28] et est notamment exprimée par les entérocytes 
duodénaux (membrane basolatérale), les hépatocytes (membrane apicale) et en quantité 
importante dans les macrophages tissulaires (endomembranes et membrane plasmique) 
[29-31]. L’interaction de l’hepcidine avec la ferroportine entraine son ubiquitination, qui est 
essentielle à son endocytose, et à sa dégradation. Plus précisément, c’est l’ubiquitination 
des lysines de la troisième boucle intracellulaire de la ferroportine qui est requise pour 
l’internalisation de la ferroportine par l’hepcidine [26]. A ce jour, ce mécanisme de régulation 
de la ferroportine protéique a seulement été montré dans les macrophages et dans des 












Figure 6. Régulation du fer systémique par l’hepcidine via la ferroportine [32] 
Lors d’une carence en fer, l’expression de l’hepcidine est faible et permet le maintien des niveaux de ferroportine 
exprimés par les macrophages, les entérocytes et les hépatocytes. Le fer peut être exporté vers le milieu 
extracellulaire et participe à l’augmentation de la sidérémie. A l’inverse, lors d’un apport en fer, l’expression de 
l’hepcidine est stimulée et conduit à la dégradation de la ferroportine. Le fer est alors retenu dans les cellules et 





Ainsi, lors d’une surcharge en fer de l’organisme, l’hepcidine est synthétisée par les 
hépatocytes et va empêcher l’absorption de fer au niveau de l’entérocyte, en dégradant la 
ferroportine entérocytaire, mais aussi la libération du fer recyclé via l’érythrophagocytose par 
les macrophages (Figure 6).  
 
A l’inverse, lors d’une carence en fer, l’expression de l’hepcidine est réprimée afin 
d’augmenter l’absorption du fer, via la ferroportine entérocytaire, et la libération du fer 
macrophagique provenant du recyclage des globules rouges sénescents. L’action de 
l’hepcidine permet dans ce cas d’augmenter la quantité de fer contenue dans le plasma. Une 
fois sécrétée dans le plasma, l’hepcidine est excrétée dans les urines.  
De par sa petite taille (2,7 kDa), l’hepcidine traverse facilement la membrane glomérulaire du 
rein (structure la plus proximale du néphron) mais est ensuite dégradée dans le tubule 
proximal. Une petite fraction de l'hepcidine filtrée passe dans l'urine, où elle est facilement 
détectable.  
L’expression de l’hepcidine n’est pas seulement régulée par le fer. Elle est également induite 
lors d’inflammations ou encore en réponse au stress du réticulum endoplasmique [33-38]. A 
l’inverse, son expression est régulée négativement par la testostérone ou encore 
l’érythropoïèse, notamment via l’action du facteur Erfe (erythroferrone) [39-42]. Enfin, la 
matriptase-2, une sérine protéase transmembranaire, codée par le gène Tmprss6, est 












 III. Interactions hôte/pathogène : compétition pour l’acquisition du fer 
  1. Mécanismes d’acquisition du fer par les bactéries 
Le fer est un élément essentiel pour les micro-organismes. Leur développement, ainsi que 
leur virulence, dépend de leur capacité à l’acquérir [44].  
Lors d’une infection, une réponse rapide de l’hôte est mise en place, et vise à protéger le fer 
de l’organisme, pour empêcher son utilisation par le pathogène. Lors de cette réponse, l’hôte 
sécrète des molécules capables de chélater le fer (lipocaline-2, lactoferrine), empêchant 
ainsi l’accès au fer aux pathogènes [45].  
Pour contourner la réponse de l’hôte et accéder aux stocks de fer, les pathogènes ont donc 
développé différents mécanismes, notamment des outils qui concurrencent la séquestration 
médiée par l’hôte (Figure 7).  
Figure 7. Stratégies développées par les bactéries pour acquérir le fer de l’hôte [46] 
Les bactéries pathogènes ont développé de nombreuses stratégies pour pallier à la séquestration du fer par 
l’hôte. (A) Les bactéries à Gram + peuvent récupérer du fer grâce à l’expression de récepteurs à leur surface 
(récepteur de l’hème et des hémoprotéines) ou par la sécrétion d’hémophores (B.anthracis). Une fois dans le 
cytoplasme, l’hème est dégradé par l’hème-oxygénase et le fer est libéré. Les Gram + peuvent également 
sécréter des sidérophores pour capturer le fer extracellulaire, tout comme les bactéries à Gram -. (B) Ces 
dernières possèdent également des récepteurs pour l’hème et les hémoprotéines. De plus, les bactéries à Gram - 
sécrètent des protéines capables de lier la transferrine (TF) et la lactoferrine (LF) de l’hôte, permettant ainsi 
d’utiliser le fer complexé à ces protéines. 
19 
 
 Acquisition du fer par les sidérophores 
Les sidérophores sont des complexes de faible poids moléculaire sécrétés par les bactéries 
et capables de fixer le fer. L’affinité des sidérophores est telle qu’elle permet aux bactéries 
de concurrencer la rétention du fer par la transferrine et par la lactoferrine de l’hôte. Après 
avoir soustrait le fer aux protéines de l’hôte, les sidérophores chargés en fer sont reconnus 
par des récepteurs exprimés à la surface des bactéries. Le complexe sidérophore-fer est 
alors internalisé dans la bactérie et le fer est libéré, soit après dégradation enzymatique, soit 
après réduction du fer ferrique en fer ferreux pour déstabiliser le complexe sidérophore-fer. 
Le fer ainsi libéré pourra être utilisé comme source nutritive par la bactérie [46, 47]. Les 
sidérophores sont sécrétés par un grand nombre de bactéries à Gram positif et à Gram 
négatif et leur production participe à la virulence de nombreux pathogènes (S.aureus, E.coli, 
L.pneumophila, B.anthracis) [48].  
La synthèse des sidérophores est dépendante de la quantité en fer présente dans 
l’environnement de la bactérie, et est contrôlée par un régulateur, Fur (ferric uptake 
regulator). En présence de fer, Fur réprime la transcription de gènes cibles mais, dans des 
conditions de carence en fer, cette répression est levée et la synthèse des sidérophores peut 
s’effectuer pour permettre l’apport en fer à la bactérie [46].  
Lors de l’infection, l’hôte sécrète une molécule capable d’interagir avec certains sidérophores 
bactériens (telles l’entérobactine ou la mycobactine), la lipocaline-2. Cette interaction 
empêche la bactérie d’acquérir le fer via ses sidérophores et certains agents pathogènes ont 
développé des méthodes pour contourner cette défense de l'hôte. Un de ces procédés est la 
production de sidérophores dits « furtifs », incapables d’être liés par la lipocaline-2 à cause 
de modifications structurelles. Cette stratégie est notamment utilisée par S.aureus et 
S.enterica serovar Typhimurium, qui produisent des sidérophores structurellement modifiés 
ne permettant pas la liaison de la lipocaline-2 [49-51]. De cette façon, les agents pathogènes 
ayant besoin de fer peuvent conserver un avantage dans la lutte pour le fer de l’hôte. 
 Acquisition d’hème et d’hémoprotéines 
Les bactéries peuvent également acquérir du fer via l’hème grâce à des récepteurs exprimés 
à leur surface, en détectant soit l’hème libre, soit l’hème liée aux hémoprotéines 
(hémoglobine, hémopexine). L’hème est alors détaché des hémoprotéines et transporté à 
travers l’enveloppe de la bactérie vers le cytoplasme. Une fois dans le cytoplasme, le fer est 
relargué grâce à l’action de l’enzyme hème oxygénase ou par une activité reverse de 
ferrochelatase [52-54]. Les bactéries peuvent également sécréter des molécules, les 
hémophores, pour récupérer l’hème directement des complexes hème-hémoprotéines. Ce 
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sont des molécules analogues fonctionnelles des sidérophores à la différence qu’elles ciblent 
l’hème et non pas les atomes de fer. Les bactéries à Gram négatif utilisent les deux modes 
d’acquisition de l’hème alors que les bactéries à Gram positif utilisent préférentiellement les 
systèmes d’acquisition directs de l’hème (seule la bactérie à Gram positif Bacillus anthracis a 
été décrite à ce jour pour utiliser le système d’hémophores) [55]. 
 Acquisition du fer complexé aux protéines de l’hôte 
Les sidérophores permettent aux bactéries pathogènes de concurrencer certaines protéines 
de l’hôte, la transferrine et la lactoferrine, pour l’acquisition du fer présent dans l’organisme. 
Mais certaines bactéries ont également développé des mécanismes pour acquérir 
directement le fer lié à ces protéines. Ces bactéries expriment à leur surface des récepteurs 
à la transferrine (Neisseria meningitidis, Moraxella catarrhalis, Haemophilus influenzae) et à 
la lactoferrine (Neisseria meningitidis) [56]. Par exemple, chez l’espèce Neisseria, chacun de 
ces récepteurs est constitué de deux protéines dont l’expression est dépendante de la 
quantité de fer dans l’environnement et est régulée par Fur [46]. 
Pour assurer leur virulence et leur survie, les pathogènes ont développé une multitude de 
mécanismes et d’outils pour acquérir le fer de l’hôte. 
De son côté, l’hôte répond à l’infection en protégeant ses stocks de fer, notamment en 
sécrétant des molécules capables de séquestrer le fer, telles la lipocaline-2, la lactoferrine, 
l’hémopexine ou encore l’haptoglobine. L’homéostasie systémique du fer de l’hôte est 
également perturbée lors d’infections via l’action de l’hepcidine, qui cause la rétention du fer 
cellulaire. Enfin, l’expression de certains transporteurs de fer membranaires est également 
modulée en réponse à l’infection et permet également une diminution du taux de fer présent 
dans la circulation, et donc accessible aux pathogènes.   








  2. Séquestration du fer par l’hôte en réponse aux infections  
En condition physiologique, le métabolisme du fer chez l’homme est régulé de façon à ce 
que le fer ne circule pas librement dans la circulation, de façon à éviter de potentiels effets 
toxiques. Pour prévenir les infections par des organismes pathogènes, l’homme et la plupart 
des mammifères limitent l’accès aux métaux essentiels (fer, zinc, manganèse, cuivre) dans 
un processus appelé « immunité nutritionnelle » [45]. La majorité du fer chez l’homme est 
séquestré au niveau intracellulaire, contenu dans l’hémoglobine au sein des érythrocytes ou 
stocké au sein de la ferritine. Dans l’environnement extracellulaire, le fer est majoritairement 
associé à la transferrine mais de faibles quantités de fer libre peuvent être détectées. 
Néanmoins, l’environnement aérobie et la neutralité du pH du sérum rend ce fer libre 
extracellulaire insoluble et donc moins accessible aux pathogènes [47].  
Lors d’une infection, l’hôte met en place des mécanismes de défense supplémentaires afin 
d’empêcher l’acquisition du fer par le pathogène et d’inhiber sa croissance.  
    a. Induction de l’hepcidine  
Lors de processus inflammatoires ou infectieux, l’homéostasie systémique du fer est 
modulée via l’action de l’hepcidine. Ce peptide a d’abord été décrite pour son action 
antimicrobienne (LEAP-1 [liver-expressed antimicrobial peptide]) [22, 24]. Les peptides 
antimicrobiens, tels que les défensines, les protégrines ou les cathelicidines, agissent en 
détruisant les membranes cellulaires des pathogènes. L’effet antimicrobien de l’hepcidine 
diffère selon le pathogène ; alors qu’il est efficace contre la bactérie Escherichia coli, son 
action est moindre sur Staphylococcus epidermidis,  Staphylococcus aureus, Candida 
albicans et les espèces Streptococcus [24].  
Au niveau systémique, l’hepcidine joue un autre rôle en causant la dégradation de la 
ferroportine à la surface des entérocytes duodénaux, des macrophages et des hépatocytes. 
Cela conduit à la séquestration du fer dans les macrophages, et à une hyposidérémie 
inflammatoire. Cette baisse du taux de fer sérique se développe rapidement quelques 
heures après une infection systémique ou à la suite de l’injection de composants microbiens 
ou de cytokines [57, 58].  
Une activation prolongée de ce mécanisme, durant une infection ou une inflammation, 
participe au développement d’une anémie appelée anémie de l’inflammation ou anémie 
inflammatoire [36, 59]. Ce mécanisme de défense est rapidement mis en place par l’hôte 
pour empêcher les pathogènes d’acquérir le fer nécessaire à leur développement.  
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Ainsi, lors d’une inflammation ou d’une infection, l’hepcidine joue un rôle sur l’homéostasie 
systémique du fer, en provoquant sa rétention via son action sur la ferroportine, mais aussi 
probablement directement sur les pathogènes, en inhibant leur croissance.  
La perturbation de l’axe hepcidine/ferroportine a une incidence sur la susceptibilité de l’hôte 
lors de certaines infections bactériennes ou virales.  
Les maladies héréditaires de surcharge en fer, telles les hémochromatoses, sont 
caractérisées par un taux basal d’hepcidine faible et une surexpression de la ferroportine.  
Dans ces maladies, les stocks en fer des macrophages sont déplétés et les quantités de fer 
plasmatique sont élevées. Une susceptibilité accrue aux infections par des pathogènes 
extracellulaires, tels Vibrio vulnificus, Yersinia enterocolitica ou encore Escherichia coli, a été 
décrite chez des patients atteints d’hémochromatose, et l’hypersidérémie a été proposée 
comme en étant la cause [60].  
A l’inverse, les hémochromatoses sont associées à une résistance lors d’infections par des 
pathogènes intracellulaires à tropisme macrophagique, tels Mycobacterium tuberculosis, 
Salmonella enterica, Chlamydia trachomatis et Legionella pneumophila, puisque les 
macrophages sont déplétés en fer [61-63]. 
Ainsi, la perturbation physiopathologique de la régulation de la ferroportine par l’hepcidine 
semble avoir un impact direct sur le fer disponible aux agents pathogènes intracellulaires et 
extracellulaires. De plus, ces études montrent les différents rôles de l’hepcidine, néfaste ou 
bénéfique pour l’hôte, selon le type de pathogène, intra ou extracellulaire [64]. 
Enfin, il semblerait que l’hepcidine n’est pas seulement une action au niveau systémique, 
puisqu’une production extra hépatique d’hepcidine a été observée dans plusieurs organes et 
cellules (cœur, rein, rétine, macrophages et monocytes, splénocytes, cellules alvéolaires, 
adipocytes et cellules β pancréatiques) [65-72]. Néanmoins, le niveau d’expression de 
l’hepcidine dans ces tissus est faible par rapport au niveau d’expression observé dans le 







    b. Sécrétion de chélateurs de fer 
Parallèlement à l’action de l’hepcidine, des effecteurs de l’immunité innée sont sécrétés par 
l’hôte et permettent la séquestration du fer au niveau des foyers infectieux (Figure 8) [46]. 
 
 ◦ La lactoferrine (LTF) est une glycoprotéine de l’hôte qui, comme la transferrine, lie le 
fer libre avec une forte affinité. Contrairement à la transferrine, la lactoferrine continue à fixer 
le fer même lors de l’acidification du pH sérique de l’hôte, dans les tissus enflammés ou 
infectés.  
On la retrouve dans les fluides corporels tels le lait, la salive, les larmes ou le sérum [75, 76]. 
Les sécrétions mucosales contiennent également de fortes concentrations de lactoferrine et 
permettent de limiter le fer accessible au niveau des surfaces mucosales [46]. La lactoferrine 
est sécrétée par les neutrophiles, au niveau des sites infectieux suite à l’action de cytokines 
pro-inflammatoires (TNF) [77].  
Elle exerce un effet direct sur les pathogènes en inhibant la croissance bactérienne in vitro et 
in vivo [78]. Son effet bactériostatique est principalement dû à sa capacité de séquestration 
du fer qui prive les pathogènes du fer nécessaire à leur croissance.  
Malgré le rôle important de la lactoferrine dans la séquestration du fer, les souris invalidées 
pour le gène codant la lactoferrine ne présentent pas susceptibilité accrue aux infections par 
M.tuberculosis [78], P.aeruginosa, ou S.aureus [79]. Ces études suggèrent que l’effet 
bactériostatique de la lactoferrine pourrait être redondant avec l’action d’autres molécules 
lors de ces infections. 
Figure 8. Mécanismes développés par l’hôte 
pour réduire le fer accessible aux 
pathogènes [45] 
Le fer est stocké au niveau intracellulaire par la 
ferritine, lié à la transferrine (TF) dans le sérum 
ou complexé à la lactoferrine (LTF) au niveau 
des surfaces mucosales. Dans le sang, le fer 
est complexé à l’hème au sein de 
l’hémoglobine contenue dans les érythrocytes. 
Lors de la lyse des globules rouges, 
l’hémoglobine est complexée par l’haptoglobine 
(HP) et l’hème par l’hémopexine (HPX). En plus 
de ces molécules, l’hôte secrète de la 
lipocaline-2 (NGAL) qui va lier et séquestrer les sidérophores bactériens qui chélatent le fer. La protéine NRAMP1 




 ◦ La lipocaline-2 (LCN2) est une protéine sécrétée principalement par les neutrophiles 
de l’hôte [80]. Son expression est induite par l’action des cytokines pro-inflammatoires (IL6, 
IL1B, TNF) produites de l’inflammation. Elle participe à  la réponse de phase aigue, ou APR 
(acute phase response), une réponse spécifique du foie [37, 81]. Il s’agit d’un système 
complexe de défense précoce de l’hôte induit par l’inflammation, les traumatismes ou les 
infections [82]. Bien que non spécifique, elle sert de base à la réponse immunitaire innée, en 
participant notamment à la mise en place de barrières physiques et moléculaires. Elle 
participe également aux réponses permettant de prévenir l'infection, de détruire les agents 
pathogènes potentiels, et permet aussi d’initier les processus inflammatoires.  
L’expression de la lipocaline-2 au niveau basal est faible, mais est fortement induite en 
réponse aux infections. La perte d’expression de la lipocaline-2 est associée à une 
susceptibilité accrue et une augmentation de la mortalité lors d’une infection par Escherichia 
coli [49, 83]. A l’inverse, le déficit en lipocaline-2 n’a pas d’effet sur les bactéries produisant 
des sidérophores « furtifs » ne pouvant pas être liés par lipocaline-2, tel que S.aureus [49].  
En liant et en séquestrant les sidérophores bactériens (principalement l’entérobactine 
produite par les bactéries à Gram négatif et la mycobactine produite par les Mycobactéries), 
la lipocaline-2 prive les bactéries d’un nutriment vital et participe à l’inhibition de leur 
croissance. Elle circule dans le plasma et les urines, et l’interaction avec son récepteur 
membranaire (SLC22A17) permet la prise en charge des sidérophores capturés, lors de 
l’infection, mais aussi la prise en charge d’autres ligands endogènes, en absence d’infection. 
En condition physiologique, des études récentes ont montré que la lipocaline-2 interagissait 
avec des métabolites endogènes capables de fixer le fer avec une forte affinité, les 
catéchols. Ces molécules permettent ainsi la séquestration et le transport du fer vers les 
cellules du rein par la lipocaline-2.  
La lipocaline-2 n’affecte pas donc pas seulement l’acquisition du fer par les bactéries mais 
interagit aussi avec l’homéostasie du fer chez l’hôte [84-86]. 
 ◦ La majorité du fer dans le corps est complexé à l'hème au sein de l'hémoglobine 
dans les globules rouges, et n’est pas accessible aux pathogènes. Dans certains cas, l’hème 
et l’hémoglobine peuvent être relargués dans la circulation, où ces molécules seront prises 
en charge par l’hémopexine (HPX) et l’haptoglobine (HP) respectivement. En réponse à 
l’infection, la transcription de ces gènes est induite, et permet de limiter l’accès au fer à 
d’éventuels pathogènes, telles les bactéries du genre Staphylococcus capables d’utiliser 
l’hème et l’hémoglobine comme source de fer [78, 87]. 
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    c. Régulations transcriptionnelles des transporteurs de fer  
 Lors d’infections, l’hôte protège ses stocks de fer en le séquestrant au sein de 
molécules sécrétées, comme la lipocaline-2 et la lactoferrine, ou en le séquestrant au sein 
des macrophages du système réticulo-endothélial, via l’action de l’hepcidine. D’autres 
régulations participent également à la rétention du fer dans les cellules, notamment des 
régulations transcriptionnelles de l’expression de protéines clés dans le transport du fer.   
 ◦ NRAMP1 (natural resistance-associated macrophage protein 1 ou SLC11A1) est un 
transporteur d’ions métalliques divalents présent dans les membranes des vacuoles de 
phagocytose des macrophages et des neutrophiles. NRAMP1 transporte le fer hors du 
phagosome et, lors d’une inflammation, son expression est augmentée, réduisant ainsi 
l'accès au fer aux agents pathogènes intracellulaires résidant dans le phagosome (Figure 8)  
[45, 88]. L’expression de NRAMP1 est transcriptionnellement induite par l’interféron  et le 
LPS via un mécanisme impliquant le facteur IRF-8 (interferon regulatory factor 8) [89]. Le 
déficit en NRAMP1 chez la souris est associée à une susceptibilité accrue à certaines 
infections intracellulaires ciblant les macrophages (M.bovis, S.typhimurium, L.donovani) [90, 
91]. La résistance à ces infections diffère également selon le fond génétique des souris : 
alors que les lignées C57BL/6 et BALB/c y sont sensibles (infection systémique létale), les 
lignées 129SvJ, A/J et C3H résistent à ces infections. Un polymorphisme au sein de ce gène 
a été montré comme étant responsable de la différence de résistance entre ces souris. Alors 
que les souches murines résistantes codent une glycine en position 169 (Nramp1G169), les 
souches susceptibles codent un acide asparatique (Nramp1G169D) [92, 93]. Chez l’homme, 
plusieurs polymorphismes pour NRAMP1 ont également été décrits : en 3’UTR 
(1729+55del4), D543N (Asp543Asn), INT4 (469+14G/C) et en 5’, au niveau du promoteur 
humain de NRAMP1 [(GT)n]. Des associations significatives ont été montrées entre ces 
polymorphismes et une susceptibilité accrue à une infection par M.tuberculosis, l’agent 
pathogène de la tuberculose, dans différentes populations ethniques [94]. Ces 
polymorphismes confèrent également une susceptibilité accrue à d’autres infections chez 
l’homme, bactériennes (Mycobacterium leprae) ou virales (VIH) [95-97].  
 ◦ L’inflammation module également l’expression d’un autre transporteur, la 
ferroportine (SLC40A1). Une diminution de l’expression de la ferroportine au niveau 
transcriptionnel est observée in vivo, au niveau du foie et de la rate, après une injection de 
LPS [69]. Dans des monocytes humains, le traitement à l’interféron  et au LPS provoque 
également une diminution de l’expression de la ferroportine [98]. Chez la souris, le traitement 
de macrophages issus de la moelle osseuse avec du LPS provoque également une 
diminution de l’expression de la ferroportine [99]. Le mécanisme impliqué dans la 
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suppression de l’expression de la ferroportine par l’inflammation n’est pas connu à ce jour. 
La baisse de l’expression de la ferroportine en réponse à une bactérie, Pseudomonas 
aeruginosa, nécessite la présence du TLR4 [71, 100] alors qu’un ligand du TLR2, FSL1, 
diminue la ferroportine de façon TLR2-dépendante [101]. Même en absence d’hepcidine, ces 
mécanismes suffisent à diminuer l’expression de la ferroportine duodénale par le LPS [102] 
et la ferroportine splénique et hépatique par FSL1 [101], causant une hyposidérémie chez 
ces souris.  
Ces résultats suggèrent que la régulation négative de la ferroportine pourrait contribuer à 
l’hyposidérémie lors de l’inflammation, indépendamment de l’action de l’hepcidine, et qu’elle 
pourrait être bénéfique pour l’hôte lors d’infections par des pathogènes extracellulaires.  
D’autres études se sont intéressées à la régulation de la ferroportine lors d’infections par des 
pathogènes intracellulaires à tropisme macrophagique, lors desquelles la ferroportine semble 
jouer un rôle différent. Dans ce contexte, la libération de fer par les cellules infectées prive 
les microbes du fer nécessaire à leur croissance. En accord avec cette hypothèse, 
l’augmentation de l’expression de la ferroportine in vitro diminue la multiplication de 
Salmonella enterica serovar Typhimurium (S.Typhimurium), et cet effet est inversé par l’ajout 
d’hepcidine [62]. In vivo chez la souris, au cours des premiers jours de l'infection par 
S.Typhimurium, l'effet de l'hepcidine conduit à la suppression de la ferroportine 
membranaire, à la rétention du fer dans les macrophages et à la stimulation de la croissance 
intracellulaire du pathogène [103]. Cependant, lors d’une l'infection chronique, des effets 
compensatoires interviennent, notamment des mécanismes qui augmentent la transcription 
de la ferroportine. Ces mécanismes semblent participer à la réponse immune protectrice de 
l’hôte lors de l'infection des macrophages par S.Typhimurium. Cette augmentation de 
l’expression de la ferroportine dans les macrophages a également été observée in vivo lors 
d’une infection par S.Typhimurium, et résulte en une diminution de la quantité de fer dans la 
rate [104]. L’augmentation de l’expression de la ferroportine dans les macrophages infectés 
par Salmonella semble être en partie causée par l’activation du facteur Nrf2 via l’oxyde 








 IV. Bases moléculaires de la régulation de l’hepcidine en condition 
inflammatoire  
Les états inflammatoires et infectieux impactent l’homéostasie du fer, notamment en 
réduisant l’absorption du fer intestinal, en séquestrant le fer dans les macrophages ainsi 
qu’en diminuant le taux de fer dans le sérum afin de rendre le fer moins accessible aux 
pathogènes [106]. L’hepcidine joue un rôle clé dans ces phénomènes, notamment en ciblant 
et en induisant la dégradation de la ferroportine.  
Sa régulation transcriptionnelle est décrite pour être modulée principalement par deux voies 
de signalisation cellulaires : la voie STAT3 et la voie BMP/SMAD. 
  1. Implication de la voie STAT3 dans l’induction de l’hepcidine lors d’une 
inflammation ou d’une infection 
   a. Description de la voie de signalisation STAT3 
L’interleukine-6 (IL6) a été la première cytokine décrite comme étant impliquée dans 
l’induction de l’hepcidine en condition inflammatoire, via l’activation de la voie de 
signalisation STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3).  
Elle est produite par différents types cellulaires, tels les lymphocytes B et T, les 
macrophages et monocytes, les fibroblastes ou encore les cellules endothéliales. Son action 
principale est l’activation de la voie de signalisation STAT3 (Figure 9).  
L’IL6 exerce son activité biologique via deux molécules exprimées à la surface des cellules: 
l’IL6R (IL6-receptor) et GP130. Quand l’IL6 lie son récepteur à la membrane, l’IL6R, une 
homodimérisation de GP130 est induite et un complexe fonctionnel de forte affinité est créé : 
IL6-IL6R-GP130. L’homodimérisation du complexe de récepteurs active des kinases, les 
JAK (Janus Kinases) qui vont phosphoryler des résidus tyrosines dans le domaine 
cytoplasmique de GP130.  
Les protéines STAT  sont alors recrutées et phosphorylées par les JAK puis forment des 
homo- (STAT1–STAT1 ou STAT3–STAT3) ou des hétéro-dimères (STAT1–STAT3) et 







Figure 9. Activation de la voie de signalisation STAT3 par l’IL6 [108] 
L’IL6 lie la sous-unité α de son récepteur (IL6Ra ou GP80). GP130 
s’associe ensuite à ces molécules pour former un complexe tri-
moléculaire (IL6/GP80/GP130). Ce complexe tri-moléculaire seul n’est 
pas fonctionnel et n’induit pas de signal. Il faut une interaction entre deux 
complexes tri-moléculaires pour former un complexe héxamérique et 
permettre l’induction du signal. Suite à la formation de ce complexe  
héxamérique, des protéines JAK (protéines de type tyrosine kinase) sont 
recrutées et se transactivent mutuellement par phosphorylation (pour l’IL6, 
c’est JAK2 qui est impliquée). Le domaine intracytoplasmique de GP130 
est ensuite phosphorylé, au niveau de résidus tyrosine. Les protéines 
STAT sont alors recrutées au niveau du complexe et sont phosphorylées 
par les JAK. Ce signal induit la dimérisation des protéines STAT en homo- 
ou hétéro-dimères puis la migration de ces dimères dans le noyau et la 
transactivation des gènes cibles. 
 
   b. Participation de la voie STAT3 dans l’induction de l’hepcidine in 
vitro 
In vitro, l’activation de STAT3, via l’action de différentes cytokines, induit l’expression de 
l’hepcidine dans des lignées d’hépatocytes humains et murins.  
 ◦ La stimulation d’hépatomes humains (HepG2, Hep3B) et d’hépatocytes primaires 
murins avec l’IL6 induit l’expression de l’hepcidine, via l’activation de la voie STAT3 [37, 38, 
109-111, 112 , 113, 114]. In vitro, l’expression de l’hepcidine est également induite après un 
traitement d’hépatomes avec un surnageant de culture de macrophages prétraités au LPS, 
contenant une multitude de cytokines sécrétées par le macrophage. De façon intéressante, 
cette induction est inhibée en présence d’un anticorps bloquant dirigé contre l’IL6 [37], 
montrant le rôle essentiel de l’IL6 dans l’induction de l’hepcidine in vitro. 
 ◦ L’oncostatine M (OSM) appartient aux cytokines de la famille de l’IL6 et est sécrétée 
lors d’inflammations par les lymphocytes T et les macrophages activés. L’interaction de 
l’oncostatine M avec son récepteur, notamment constitué de GP130, induit une cascade de 
voies de signalisation impliquées dans la production de chimiokines et de cytokines ainsi que 
le recrutement de cellules immunitaires au site inflammatoire [115]. L’action de l’oncostatine 
M in vitro, dans des lignées d’hépatomes humains ou des hépatocytes primaires murins, sur 
l’expression de l’hepcidine est dépendante de l’activation de STAT3. En effet, l’ajout de 
concentrations croissantes d’un dominant négatif de STAT3, dans des cultures d’hépatomes 
traités à l’oncostatine M, empêche l’induction de l’hepcidine dans ces cellules [114]. 
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L’oncostatine M est donc un inducteur de l’hepcidine in vitro et exerce son activité via 
l’activation de la voie de signalisation STAT3 [116].  
 ◦ L’IL22 est une cytokine appartenant à la famille de l’IL10, notamment produite par 
les lymphocytes T lors de l’inflammation. Contrairement à l’IL6 et à l’oncostatine M, cette 
cytokine ne requiert pas la présence de GP130 au sein de son complexe de récepteurs pour 
activer sa voie de signalisation. In vitro, le traitement d’hépatomes humains Hep3B avec 
l’IL22 induit l’expression de l’hepcidine, via l’activation de la voie STAT3 [117, 118].  
Ces résultats montrent donc que la voie de signalisation de STAT3 participe à la régulation 
de l’expression de l’hepcidine en réponse à des stimuli inflammatoires in vitro.  
De nombreuses études ont été réalisées afin de comprendre l’action de la voie STAT3 sur la 
transcription de l’hepcidine in vitro. Pour cela, des études de promoteurs et des constructions 
luciférases ont été réalisées.  
Le promoteur de l’hepcidine contient un site de fixation des facteurs STAT (STAT-RE ; -72/-
64) conservé entre plusieurs espèces, chez l’homme, la souris ou encore le rat (Figure 
10A). Le facteur STAT3, se fixe spécifiquement sur le STAT-RE du promoteur humain de 
l’hepcidine en présence d’IL6, au détriment d’autres facteurs STAT, tel STAT1 in vitro [112].  
Alors que la stimulation d’hépatocytes par l’IL6 augmente l’activité transcriptionnelle des 
promoteurs humain et murin de l’hepcidine in vitro, la mutation du site de fixation de STAT 
empêche l’activité transcriptionnelle de ces promoteurs [109, 112, 113, 119, 120], montrant 
l’importance de la fixation de STAT3 sur le promoteur humain de l’hepcidine en réponse à 
l’IL6 pour sa transcription in vitro (Figure 10B). 
 
Figure 10. (A) Site de fixation à STAT3 
(STAT3-RE) au sein du promoteur de 
l’hepcidine, dans différentes espèces  
(B) Effet de la mutation du STAT3-RE sur 
la transcription de l'hepcidine en réponse 
à l'IL6 in vitro [121].  (A) Le site STAT3-RE 
du promoteur de l’hepcidine est très 
conservé entre l’homme, le rat et la souris. 
(B) In vitro, l’IL6 induit une activité 
transcriptionnelle du promoteur de l’hepcidine 
(histogramme blanc), qui est inhibée lorsque 
le STAT3-RE est muté (histogramme noir). 
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  c. Participation de la voie STAT3 dans l’induction de l’hepcidine in vivo  
◦ Chez la souris 
Lors d’infections, des motifs particuliers exprimés à la surface des pathogènes, les PAMPs 
(Pathogen-associated molecular patterns), sont reconnus par l’hôte grâce à des récepteurs 
exprimés par les cellules immunitaires, les PRR (Pattern recognition receptors).  
Certains de ces PRR sont exprimés à la membrane et reconnaissent des signaux 
extracellulaires (tels les TLR [Toll-like receptor]) alors que d’autres sont cytoplasmiques et 
sont des senseurs intracellulaires (tels les NLR [NOD-like receptors]) (Figure 11) [122].  
 
Figure 11. Voies de signalisation TLR chez les mammifères [122] 
Les TLR4, 5, 11, et les hétérodimères TLR2–TLR1 ou TLR2–TLR6 interagissent avec leurs ligands respectifs à la 
surface cellulaire, alors que les TLR3, TLR7–TLR8, TLR9 et TLR13 sont localisés au niveau des endosomes et 
detectent les acides nucléiques microbiens ainsi que les acides nucléiques issus de l’hôte.  
dsRNA : ARN double brin; IKK : inhibiteur de la kinase NF-κB; LPS : lipopolysaccharide; MKK : MAP kinase 
kinase; RIP1 : receptor-interacting protein 1; rRNA : ARN ribosomal ; ssRNA : ARN simple brin; TAB : 
TAK1-binding protein; TAK : TGFb-activated kinase; TBK1 : TANK-binding kinase 1. 
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La reconnaissance des PAMPs par l’hôte provoque l’activation du système immunitaire inné 
et la sécrétion de cytokines pro inflammatoires dans la circulation systémique. Cette réponse 
peut engendrer le développement d’une hyposidérémie aigue, notamment via l’activation de 
la voie de signalisation Stat3 et la sécrétion d’hepcidine in vivo [123].  
 ◦ L’inflammation ne module pas seulement les quantités de cytokines sécrétées, mais 
aussi les quantités d’espèces réactives de l’oxygène (ROS), au niveau local et systémique. 
Lors de leur activation, les cellules immunitaires (principalement macrophages et 
neutrophiles) sont soumises à un « burst oxydatif », c'est-à-dire une brusque augmentation 
de leur consommation en oxygène, et vont libérer une grande quantité de ROS, qui vont 
participer à la destruction des pathogènes. Rapidement, les ROS sont transformés en H2O2, 
une molécule plus stable décrite comme pouvant induire l’expression de l’hepcidine via 
l’activation de la voie de signalisation Stat3 [124].  
 ◦ In vivo, l’expression hépatique de l’hepcidine est également augmentée par l’action 
de plusieurs cytokines, principalement l’Il6, mais aussi l’Il22, l’oncostatine M et l’interféron α, 
causant une baisse du taux de fer sérique [110, 114, 117, 125-128]. Cette réponse semble 
principalement médiée par Stat3 puisque la perte de l’expression de Gp130 dans les 
hépatocytes murins empêche l’induction maximale de l’hepcidine par l’Il6 [126]. A l’inverse, 
le mécanisme impliqué dans l’induction de l’hepcidine par l’Il22 semble indépendant de l’Il6 
et de Stat3 [117]. Enfin, la conséquence du déficit en Il6 ou en Stat3 in vivo en réponse à 
l’oncostatine M et à l’IFNα n’a, pour l’instant, jamais été étudiée.  
L’activation de la voie STAT3 semble donc importante à l’induction de l’hepcidine en réponse 
à des cytokines pro-inflammatoires in vivo. Néanmoins, la stimulation par des cytokines pro-
inflammatoires ne permet pas d’obtenir une réaction immunitaire globale ; ces molécules 
n’activent que leurs propres voies de signalisation, via la stimulation d’un seul récepteur. Il 
est donc important d’utiliser des modèles d’inflammation plus complexes, qui permettent de 
prendre en compte l’activation simultanée de plusieurs voies de signalisation. 
 ◦ L’injection directe de certains PAMPs in vivo chez la souris, tels que Pam-3, FSL-1, 
la flagelline, Poly(I.C) et l’ODN2006 (respectivement des ligands des PRR extracellulaires 
TLR1/2, TLR2/6, TLR5, TLR3, TLR9) provoque une inflammation aigüe, associée à une 
induction de l’hepcidine et le développement d’une hyposidérémie [129]. En absence d’Il6, 
l’induction de l’hepcidine est altérée chez les souris, en réponse à la plupart de ces PAMPs, 




L’injection de LPS induit chez la souris et chez le rat une augmentation rapide de 
l’expression de l’hepcidine dans le foie associée à une hyposidérémie et une activation de la 
voie Stat3 [25, 38, 101, 102, 130-132]. Chez les souris invalidées pour le gène Il6, les 
résultats sont controversés.  
Nous avons montré que le déficit en Il6 n’empêchait pas l’induction de l’hepcidine, suggérant 
l’action d’autres cytokines dans l’induction de l’hepcidine [38]. De plus, la réponse aigue 
inflammatoire (APR), dont l’hepcidine est un élément clé, n’est pas altérée par l’absence d’Il6 
en réponse au LPS [133].  
A l’inverse, d’autres études montrent une altération partielle de l’induction de l’hepcidine en 
réponse au LPS chez des souris invalidées pour le gène Il6 [129, 134], suggérant 
l’importance de cette cytokine dans la réponse à l’inflammation. L’altération de l’expression 
de l’hepcidine chez les souris suggère donc un rôle majeur de l’Il6.  
De façon intéressante, la stimulation des senseurs intracellulaires de l’hôte, les NOD1, 
NOD2, et le TLR7, situé dans l’endosome, par leurs ligands respectifs (Tri-DAP, MDP et 
Imiquimod) ne semble pas induire l’expression de l’hepcidine chez les souris sauvages [129]. 
L’entrée des PAMPs qui ciblent des récepteurs intracellulaires dans la cellule, tels les ligands 
de NOD1 et NOD2, se produit notamment lors de l’invasion du cytosol par des pathogènes 
intracellulaires. Dans cette étude, les auteurs expliquent que l’absence d’induction 
d’hepcidine en réponse à ces ligands pourrait être due à un mauvais acheminement 
intracellulaire du PAMP, et donc à une trop faible stimulation du PRR associé.  
 ◦ L’hepcidine n’est pas seulement induite lors d’inflammations aigues via l’action de 
cytokines pro inflammatoires ou de PAMPs, mais elle l’est aussi lors d’inflammations 
chroniques.  
L’injection de polymères des parois bactériennes (PG-APS ; group A streptococcal 
peptidoglycan-polysaccharide) chez le rat ou de térébenthine (sécrétion végétale naturelle) 
chez la souris provoque une activation de la voie de signalisation de Stat3, une induction de 
l’hepcidine et une hyposidérémie [57]. Dans le cas du PG-APS, aucune étude n’a démontré 
à ce jour l’importance de l’activation de la voie Stat3 pour l’induction de l’hepcidine [135, 
136]. En ce qui concerne la térébenthine, l’absence d’IL6 altère l’expression de l’hepcidine 
ainsi que le développement d’une hyposidérémie [36]. De la même façon, des souris 
invalidées pour le gène Stat3 dans les hépatocytes n’augmentent pas l’expression de 
l’hepcidine dans le foie en réponse à la térébenthine, montrant que la voie Il6/Stat3 est 
importante pour l’induction de l’hepcidine en réponse à une inflammation stérile [137].  
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 ◦ Enfin, de nombreuses études se sont intéressées à la régulation de l’hepcidine en 
réponse à des infections bactériennes (Streptococcus pneumoniae, Brucella abortus, Vibrio 
vulnificus, Salmonella enterica serovar Typhimurium), virales (VIH, Influenza) ou même 
fongiques (Candida albicans) [118, 138].  
Dans tous ces modèles, l’expression de l’hepcidine est induite dans le foie des souris 
infectées, et le taux de fer sérique, ainsi que la saturation de la transferrine sont diminués. 
Des marqueurs d’activation de la voie Stat3, indirects comme le fibrinogène α (FGA), ou 
directs comme la phosphorylation du résidu tyrosine 705 de Stat3, permettent de confirmer 
l’activation de cette voie dans la plupart de ces inflammations et infections. Chez les souris 
invalidées pour le gène Il6, la réponse de l’hepcidine est altérée totalement ou partiellement 
en réponse à ces pathogènes [125, 129, 139, 140]. L’hyposidérémie qui se développe est 
modérée en comparaison avec celle observée chez les souris sauvages. Néanmoins, 
aucune de ces études ne s’est intéressée aux mécanismes par lesquels Stat3 agit sur 
l’hepcidine in vivo, et toutes ces études se basent sur les résultats in vitro, montrant une 
action directe du facteur Stat3 sur le promoteur de l’hepcidine.  
Une étude remet cependant en question cette action directe. Lors de l’infection par 
Salmonella enterica serovar Typhimurium, une étude a mis en évidence l’implication d’un 
facteur de transcription, ERRG (estrogen-related receptor γ) dans la régulation 
transcriptionnelle de l’hepcidine via l’IL6 [103]. L’infection provoque la sécrétion d’Il6 par le 
macrophage, qui va stimuler ses récepteurs à la surface de l’hépatocyte. La voie Stat3 est 
alors activée dans ces cellules et va induire la transcription d’Errg. Ce facteur de 
transcription possède un site de fixation au sein du promoteur de l’hepcidine qui lui permet 
d’induire sa transcription (ERRE, -144/-130 chez l’homme et -169/-161 chez la souris). Ainsi, 
les souris invalidées pour le gène Il6 n’expriment plus Errg en réponse à l’infection, ce qui 
expliquerait l’absence d’induction de l’hepcidine chez ces souris. Cette étude propose pour la 
première fois, un mécanisme d’action indirect de Stat3 sur l’hepcidine, via l’implication d’un 
intermédiaire in vivo. 
D’après ces études réalisées chez la souris, l’absence d’Il6, et donc d’hepcidine, semble être 
bénéfique pour l’hôte lors d’une infection par un pathogène intracellulaire, puisqu’elle 
prévient la mise en place d’une anémie sévère et d’une bactériémie élevée. Néanmoins, les 
études ne mettent pas toujours en évidence un lien direct entre l’activation de la voie Stat3 et 
l’induction de l’hepcidine (Tableau 1). De plus, aucune étude à ce jour n’a montré in vivo que 






Tableau 1. Modulation de l’expression de l’hepcidine et de l’activation de la voie Stat3 in vivo dans le foie 
de souris selon le stimulus inflammatoire ou infectieux.  
 
 
C57BL/6 : souris sauvages ; Il6
-/-
 : souris invalidées pour le gène Il6 ; Gp130
hep-/- 
: souris invalidées pour le gène 





















C57BL/6 + + [103, 110, 126] 
Gp130
hep-/-
 non décrit - [126] 
Il22 




 + + 
Osm C57BL/6 + + [114] 
Térébenthine 
C57BL/6 non décrit + [36, 57] 
Il6
-/-
 non décrit - [36] 
Stat3
hep-/-
 - - [137] 
PG-APS C57BL/6 + + [135] 
LPS 
C57BL/6 + + 




 non décrit réduite [129, 132, 134] 
Il6
-/-
 - + [38] 
Strepcoccus 
pneumoniae 




 non décrit - 
Brucella abortus 
C57BL/6 non décrit + [125, 139, 140] 
Il6
-/-
 non décrit réduite [140] 
Salmonella 
Typhimurium 
C57BL/6 non décrit + [103, 105, 141, 142] 
Il6
-/-
 non décrit - 
[103] : action indirecte via 
Errg 
Vibrio vulnificus C57BL/6 non décrit + [143] 
Candida 
albicans 




 non décrit - 
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◦ Chez l’homme 
Chez l’homme aussi, des études ont mis en évidence une augmentation de la sécrétion 
d’hepcidine en réponse à des stimuli, inflammatoire ou infectieux. 
 ◦ Chez l’homme sain, la perfusion d’IL6 pendant 3 heures induit rapidement 
l’expression et la sécrétion de l’hepcidine dans l’urine ; deux heures après la fin des 
perfusions, une concentration maximale d’hepcidine est détectée dans les urines des 
volontaires associée à une hyposidérémie [36]. De la même façon, une injection de LPS 
provoque une augmentation de l’expression de cytokines pro-inflammatoires chez l’homme 
sain, dont l’IL6, dès 30 minutes, ainsi qu’une  augmentation de l’excrétion de l’hepcidine 
dans les urines dès 6 heures, associée à une hyposidérémie [144].  
 ◦ Une étude a permis d’étudier la régulation du métabolisme du fer lors d’une 
infection, par Salmonella enterica serovar Typhi chez l’homme [145]. L’infection provoque 
une forte inflammation ainsi qu’une augmentation de la quantité d’hepcidine sérique et une 
hyposidérémie. Une forte corrélation entre les niveaux d’hepcidine et la gravité de 
l’hyposidérémie a été montrée chez ces volontaires. Néanmoins, l’induction de l’hepcidine ne 
corrèle pas avec les niveaux d’IL6 détectés dans le sérum : les quantités d’IL6 sont 
beaucoup moins élevées en réponse à Salmonella enterica serovar Typhi par rapport aux 
niveaux détectés lors d’un sepsis ou d’une endotoxémie [144, 146]. Cela n’exclut pas le rôle 
de l’IL6 dans l’induction de l’hepcidine dans ce modèle bactérien, puisque les quantités d’IL6 
n’ont pas été dosées aux temps précoces. Une augmentation transitoire très précoce 
pourrait donc avoir lieu, et participer à l’induction de l’hepcidine. Néanmoins, l’absence de 
corrélation entre les niveaux d’hepcidine et d’IL6 chez ces patients suggère l’action d’autres 
cytokines dans la régulation de l’hepcidine chez l’homme en réponse à S.Typhimurium.  
En conclusion, les modèles in vivo décrits chez l’homme supportent le rôle de l’hepcidine 
dans la mise en place de l’hyposidérémie mais il n’y a pas d’évidences qui montrent des 
liens directs entre l’action de l’IL6, l’activation de la voie de signalisation STAT3 et l’induction 
de l’hepcidine.  
La voie de signalisation STAT3 a donc été la première voie décrite pour participer à 
l’induction de l’hepcidine lors d’inflammations ou d’infections. Néanmoins, plusieurs études 
ont mis en évidence que l’induction de l’hepcidine lors de l’inflammation n’était pas 
totalement dépendante de l’activation de STAT3, ni de l’action d’un ligand unique. Des 
données suggèrent que la voie BMP/SMAD est impliquée dans la réponse de l’hepcidine en 




  2. Régulation de l’hepcidine par la voie BMP/SMAD 
   a. Signalisation de la voie BMP/SMAD en condition physiologique 
 Description moléculaire de la voie BMP/SMAD 
La voie BMP/SMAD est impliquée dans de nombreux processus cellulaires, tels la 
croissance et la différenciation cellulaire ou encore l’apoptose. Elle est activée par des 
ligands appartenant à la famille du TGFb, tels les BMPs (Bone Morphogenetic Proteins), les 
activines, ou le TGFb lui-même. Les voies de signalisation impliquées dans la transduction 
du signal des ligands de la superfamille du TGFb sont communes et conservées entre de 
nombreuses espèces. Le signal est initié lorsque le ligand se lie à un complexe composé de 
deux récepteurs serine/thréonine kinase de type I et de deux récepteurs serine/thréonine 
kinase de type II (Tableau 2). Les récepteurs de type II étant constitutivement activés, la 
fixation du ligand induit la phosphorylation des récepteurs de type I, qui vont phosphoryler 
les protéines SMAD (Figure 12). 
Tableau 2. Interaction entre les ligands et les récepteurs de type I et II de la voie BMP/SMAD. 
 
Récepteurs impliqués 
Ligands Type I Type II 
BMP ALK1, ALK2, ALK3, ALK6 BMPR2, ACVR2A, ACVR2B 
Activines ALK4, ALK7 ACVR2A, ACVR2B 
TGFb ALK5 TGFBR2 
Il existe 8 facteurs SMAD chez l’homme et la souris, répartis en 3 catégories : 
 R-SMAD : 1, 2, 3, 5 et 8 ; ils agissent comme des substrats pour les récepteurs de la 
famille du TGFb. Les SMAD 1, 5 et 8 sont principalement les substrats pour les 
récepteurs BMP et les SMAD 2, 3 pour les récepteurs du TGFb et des activines.  
 Co-SMAD : SMAD4 ; c’est un partenaire commun pour tous les R-SMAD. 
 Inhibiteurs : SMAD 6 et 7 ; ils inhibent les interactions entre les R-SMAD et les 
récepteurs ou entre les SMAD eux-mêmes.  
Les SMAD sont composées de deux domaines globulaires liés entre eux. Le domaine MH1 
(Mad-homology 1), en N-terminal, permet la liaison à l’ADN. La région de liaison entre les 
deux domaines varie selon les catégories de SMADs et contient des sites de fixation pour 
des kinases ou des ubiquitines ligases. Le domaine MH2, en C-terminal, permet l’interaction 
avec d’autres protéines et est phosphorylé par le récepteur après son activation. Après leur 
phosphorylation par les récepteurs de type I, deux R-SMAD forment un complexe trimérique 
avec SMAD4 qui va transloquer dans le noyau et se fixer sur des gènes pour moduler leur 




Figure 12. Voie de signalisation du TGFb-SMAD [150] 
Les membres de la famille du TGFb sont dimériques et restent sous forme latente, lié à leur propeptide, ou sont 
séquestrés par des facteurs d’occlusion. Une fois actifs, ces ligands se lient sur des dimères de récepteurs 
membranaires (récepteurs de type I et II), formant ainsi un complexe hétéro-trimérique. La région cytoplasmique 
du récepteur de type I est phosphorylé par le récepteur de type II. A l’état basal, les R-SMAD et SMAD4 font 
constamment la navette entre le cytosol et le noyau. En présence d’un ligand, les R-SMAD sont phosphorylés par 
le récepteur de type I et sont liés par SMAD4. Le complexe trimérique R-SMAD/SMAD4 est alors transloqué dans 
le noyau, où il transactive l’expression de gènes cibles. 
 BMP6, régulateur endogène de l’hepcidine via la voie SMAD1/5/8 
Malgré le fait que de nombreux ligands BMP soient capables d’induire l’hepcidine in vitro 
(BMP2, 4, 9), le ou les régulateurs endogènes de l'expression de l'hepcidine et de 
l'homéostasie du fer in vivo n’étaient pas connus avant 2008.  
Une étude génomique fonctionnelle réalisée chez des souris nourries soit avec un régime 
enrichi en fer soit avec un régime carencé en fer, a permis à notre équipe de montrer que, 
contrairement aux autres gènes Bmp, l’expression de Bmp6 est régulée par le fer de 
manière similaire à l’expression de l’hepcidine chez la souris.  
Ces résultats ont suggéré que Bmp6 jouait un rôle prépondérant dans l'activation de la voie 
de signalisation Bmp/Smad chez la souris, en réponse à l’apport en fer, et que son action 
conduisait à la synthèse d’hepcidine in vivo.  
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En 2009, l’implication de Bmp6 dans la régulation endogène de l’hepcidine a été confirmée 
par notre laboratoire, et l’équipe d’Herbert Lin [151, 152]. L’injection de Bmp6 in vivo active la 
voie Bmp/Smad 1/5/8 et induit l’expression de l’hepcidine dans le foie ainsi qu’une baisse du 
taux de fer sérique. A l’inverse, l’utilisation d’un anticorps neutralisant dirigé contre Bmp6 
réduit l’expression de l’hepcidine et augmente le taux de fer sérique. Notre laboratoire a 
utilisé un modèle de souris invalidées pour le gène Bmp6. Ces souris, viables et fertiles, 
présentent une accumulation rapide et massive de fer dans le foie, les cellules acineuses du 
pancréas exocrine, le cœur ou encore dans les tubules du rein, montrant l’implication de 
Bmp6 dans le métabolisme du fer. De façon surprenante, ces souris présentent également 
une très faible phosphorylation des R-Smad1/5/8 malgré leur forte surcharge en fer. Cette 
faible activation de la voie Bmp/Smad est associée à une faible expression de l’hepcidine 
chez ces souris. Bmp6 est donc un ligand critique pour l’homéostasie du fer, qui permet le 
maintien du niveau basal d’hepcidine par l’activation des R-Smad1/5/8 dans l’hépatocyte. 
Les récepteurs de la voie Bmp/Smad impliqués dans l’expression de l’hepcidine ont été 
décrits en 2011. La liaison de Bmp6 sur les récepteurs de type I Alk2 et Alk3 permet le 
maintien du niveau basal de l’hepcidine puisque des souris invalidées pour le gène Alk2, 
mais également pour le gène Alk3 dans le foie présentent une forte surcharge en fer 
associée à un défaut d’expression de l’hepcidine [110]. En ce qui concerne les récepteurs de 
type II, ce sont les récepteurs Actr2a et Bmpr2 qui sont impliqués dans l’expression basale 
de l’hepcidine [153].  
 Effet direct de la voie Smad1/5/8 sur le promoteur de l’hepcidine 
Des études de promoteurs réalisés chez l’homme et différentes espèces (rat, souris) ont mis 
en évidence un lien direct entre les facteurs de la voie BMP/SMAD et l’hepcidine. Au sein du 
promoteur de l’hepcidine, deux sites de fixation des facteurs SMAD (BMP-RE) préservés 




Figure 13. (A) Localisation des BMP-RE  au sein du 
promoteur de l’hepcidine, (B) Le site BMP-RE1 est 
essentiel au maintien de l’expression basale de 
l’hepcidine [109] (A) Les BMP-RE 1 et 2 sont très 
conservés au sein du promoteur de l’hepcidine, chez 
l’homme, le rat, la souris et la vache. (B) La délétion du 
BMP-RE1 (proximal) diminue l’activité transcriptionnelle 





In vitro, la délétion de l’élément BMP-RE1 proximal localisé en -84/-79 provoque une baisse 
drastique du niveau d’hepcidine, suggérant son implication directe dans le maintien de 
l’expression de l’hepcidine au niveau basal  (Figure 13B) [121]. La présence du site BMP-
RE2 distal est également requise pour le maintien du niveau basal d’hepcidine, ainsi que 
pour la réponse au fer  [120, 121, 154]. 
   b. Modulation de l’activation de la voie SMAD1/5/8 et expression 
de l’hepcidine lors de l’inflammation 
Le déficit hépatocytaire en Smad4 ou Bmpr1a (gène codant pour le récepteur Alk3) chez la 
souris provoque une sévère surcharge en fer multi viscérale associée à une forte diminution 
de l’expression de l’hepcidine. De façon très intéressante et inattendue, ces souris 
n’augmentent plus leur niveau d’hepcidine en réponse à une stimulation par l’Il6 [111, 147], 
malgré une activation normale de la voie de signalisation Stat3.  
Dans un modèle d’inflammation chronique chez le rat, dans lequel l’hepcidine est induite, 
l’injection de LDN193189, une molécule inhibitrice des récepteurs Bmp de type I, Alk2 et 
Alk3, provoque une diminution de l’activation de la voie Smad1/5/8 et une baisse de 
l’expression de l’hepcidine [135]. L’activation de la voie Stat3 n’est pas altérée, montrant que 
la modulation de l’activité de la voie Smad1/5/8 lors de l’inflammation impacte l’expression 
de l’hepcidine in vivo. En condition non inflammatoire, le LDN193189 diminue aussi le niveau 
basal d’hepcidine en diminuant l’activation de la voie Smad1/5/8 [148].  
Enfin, un autre inhibiteur des ALK2 et 3, la dorsomorphine, empêche l’induction de 
l’hepcidine par l’IL6 in vitro, dans des lignées d’hépatomes humains [149].  
Au niveau du promoteur de l’hepcidine, la présence du BMP-RE1 proximal est nécessaire à 
la transcription de l’hepcidine en réponse à l’IL6. En effet, alors que la stimulation de lignées 
d’hépatomes humains avec de l’IL6 active la transcription de l’hepcidine lorsque le promoteur 
est normal, il n’y a plus d’activité transcriptionnelle en cas de mutation ou délétion du BMP-
RE -84/-79 [121]. En ce qui concerne le site distal des BMP-RE (BMP-RE2), il n’est pas 
requis pour la réponse à l’IL6.  
Ces études montrent que l’activation de la voie STAT3 seule lors de l’inflammation ne suffit 
pas à l’induction de l’hepcidine et que la voie BMP/SMAD1/5/8 est impliquée dans la réponse 
de l’hepcidine aux stimuli inflammatoires.  
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   c. Activation de la voie SMAD1/5/8 par l’activine B lors de 
l’inflammation 
En réponse à l’inflammation, provoquée par l’injection de PG-APS (group A streptococcal 
peptidoglycan-polysaccharide) ou de LPS, une augmentation de la phosphorylation des 
Smad1/5/8 est observée in vivo, au niveau hépatique, suggérant l’existence d’un ligand 
activateur de cette voie [135]. De façon intéressante, les souris invalidées pour Bmp6 
répondent toujours à une stimulation par le LPS en augmentant la phosphorylation des 
Smad1/5/8 et leur niveau d’hepcidine, malgré une augmentation plus faible que celle 
observée chez les souris sauvages. De plus, l’expression de Bmp6 n’augmente pas en 
réponse au LPS chez les souris sauvages, suggérant que la voie Smad1/5/8 est bien activée 
par un ligand lors de l’inflammation, mais qu’il ne s’agit pas de Bmp6 [38]. 
Des ligands candidats capables d’activer cette voie de signalisation et dont l’expression est 
augmentée lors de l’inflammation ont alors été recherchés. Parmi les molécules composant 
la famille du TGFb, notre équipe a montré que seule l’expression de l’activine B était induite 
en réponse à une stimulation par le LPS in vivo [38].  
Pour valider cette hypothèse, des lignées d’hépatomes humains ont été traités avec de 
l’activine B en présence ou non d’un inhibiteur de la voie BMP/SMAD, le LDN193189. La 
stimulation avec l’activine B induit l’expression de l’hepcidine dans les lignées d’hépatomes, 
ainsi que la phosphorylation des SMAD1/5/8. L’utilisation, dans ces conditions, de l’inhibiteur 
de la voie BMP/SMAD a montré que l’action de l’activine B sur cette voie de signalisation 
était spécifique, ainsi que son action sur l’expression de l’hepcidine in vivo.  
Très récemment, ces travaux ont été confirmés par Canali et al. [155]. Cette étude a décrit 
les voies de signalisation canoniques et alternatives activées par l’activine B in vitro. Elle 
propose aussi un rôle de l’activine B in vivo sur la régulation de l’hepcidine, via la stimulation 
de la voie Bmp/Smad 1/5/8 dans l’hépatocyte. 
En conclusion, lors d’inflammation et d’infections, la littérature propose que l’expression de 
l’hepcidine dépend de l’activation des voies de signalisation STAT3 et SMAD1/5/8 par leur 





Figure 14. Hypothèse de régulation transcriptionnelle de l’expression de l’hepcidine lors d’une 
inflammation [123]. L’expression de l’hepcidine est induite dans l’hépatocyte via l’activation de la voie STAT3, 
principalement par l’IL6, et l’activation de la voie Smad, par l’activine B, en réponse à l’inflammation  
   d. Les activines 
Les activines sont des protéines qui appartiennent à la famille du TGFb [156]. Elles ont des 
activités biologiques diverses dans l’inflammation ou l’immunité [157-159]. Les activines sont 
des homo- ou des hétéro-dimères composés des différentes iso formes de la sous unité β, 
l’activine B étant ainsi composée de deux sous-unités βB, codées par le gène Inhbb.  
Les activines sont exprimées par la quasi-totalité des tissus, et de façon très importante dans 
les tractus génitaux [160]. On retrouve la sous-unité βB dans le cerveau ainsi que dans le 
foie, le rein et les glandes surrénales. Elle est également présente dans les gonades murins, 
les yeux et les vaisseaux sanguins [161, 162]. Comme le TGFb, les activines sont 
synthétisées sous la forme de précurseurs inactifs et doivent subir une hydrolyse acide ou 
enzymatique pour devenir des cytokines matures et biologiquement actives [163, 164].  
Les différentes iso formes des activines exercent leur activité biologique en se liant à des 
complexes hétéromériques de récepteurs serine/thréonine kinase de type I et II. Les 
activines lient un récepteur de type II, (ACVR2A or ACVR2B), à la surface de la cellule qui va 
se dimériser avec un récepteur de type I, ALK. L’activine B lie préférentiellement ALK7 [165]. 
La liaison des activines et l’oligomérisation des complexes de récepteurs induisent la 
phosphorylation des SMAD 2 et 3, qui vont alors former un complexe trimérique avec 
SMAD4 et activer la transcription de gènes cibles (voie canonique) [156]. L’activine B peut 
également activer une voie BMP/SMAD alternative, en phosphorylant les SMAD1/5/8 [38]. 
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L’activité biologique des activines est régulée in vivo par une protéine, la follistatine. Cette 
protéine est capable de lier les activines et d’empêcher leur activité [156]. Elle est exprimée 
dans la plupart des tissus, comme les activines, mais n’appartient pas à la famille du TGFb. 
Elle contient un site de liaison aux activines, et son affinité pour les activines est comparable 
à l’affinité des activines pour leurs récepteurs. La follistatine est également capable de 
neutraliser d’autres ligands de la famille du TGFb, comme BMP2, 4, 6, 7, 15 ou encore 
GDF11, mais avec une affinité moindre (10% de l’affinité pour les activines) [166]. Ainsi, la 
follistatine est un régulateur biologique important de l’activité des activines in vivo, en 
empêchant leur fixation sur leurs récepteurs [160]. 
L’activine B participe notamment à la cicatrisation de l’épithélium, en promouvant la 
migration et la prolifération des kératinocytes in vitro et in vivo via la GTPase RhoA (Ras 
homolog gene family member A), impliquée dans l’activation de nombreuses voies de 
signalisation cellulaires (contrôle de la transcription, maintenance du cycle cellulaire, 
développement cellulaire) [167]. Lors de l’inflammation, une augmentation d’expression de la 
sous-unité βB a été décrite dans plusieurs modèles. Dans un modèle inflammatoire 
pulmonaire (inflammation allergique des voies respiratoires induite par injection 
d’ovalbumine), une augmentation importante des transcrits de sous-unité βB ont été détectés 
dans les poumons de souris [168]. De même, une forte induction de cette sous-unité a été 
détectée dans des lymphocytes T issus de patients asthmatiques [169]. Dans un modèle de 
colite expérimentale, induite par du TNBS (acide trinitrobenzenesulfonique), une induction de 
la sous-unité βB a été observée dans le colon des souris traitées [170]. Enfin, l’augmentation 
d’expression de cette sous-unité dans le foie est observée chez des souris injectées avec du 
LPS [38, 171] ou infectées avec Vibrio vulnificus [143].  
Ces études montrent que l’expression de la sous-unité βB est stimulée lors de l’inflammation, 
et que son expression n’est pas restreinte à un tissu. Néanmoins, aucune étude à ce jour n’a 
mis en évidence les mécanismes de régulation impliqués dans la transcription de l’activine B 









  3. Autres facteurs de transcription impliqués dans la régulation de 
l’hepcidine en condition inflammatoire 
   a. NFB 
NFB est un facteur de transcription impliqué dans la réponse immunitaire et la réponse au 
stress cellulaire. Son activation, par la libération de sa protéine inhibitrice (IB), déclenche la 
transcription des gènes cibles dans le noyau. Cette voie est activée par de nombreux 
ligands, parmi lesquels le TNF, SAA, le LPS via le TLR4 ou encore  l'IL1B [172, 173].  
 Le TNF est une cytokine pro-inflammatoire produite sous la forme d’un précurseur 
transmembranaire homotrimérique. Après un clivage par une enzyme protéolytique (TACE, 
TNF alpha converting enzyme), une forme soluble homotrimérique (TNFs) est sécrétée dans 
la circulation, principalement par les macrophages. Les récepteurs impliqués dans la 
signalisation du TNF sont le TNFR1 et le TNFR2. Alors que le TNFR1 est exprimé de façon 
constitutive à la surface de la majorité des cellules de l’organisme, l’expression du TNFR2 
est très régulée et se limite aux cellules du système immunitaire. Le TNFs active 
principalement le TNFR1, et induit plusieurs voies de signalisation intracellulaires, comme 
les voies NFB et MAPK. Le TNF contribue à la réponse pro-inflammatoire de l’hôte en 
induisant le recrutement des neutrophiles au site inflammatoire, en stimulant la phagocytose 
par les macrophages et en induisant la réponse de phase aigue dans le foie [174, 175]. 
 Les SAA (sérum amyloïde A) sont une famille d'apolipoprotéines associées aux 
lipoprotéines de haute densité (HDL), synthétisées par le foie [176]. Ce sont des protéines 
de phase aigues, comme la lipocaline-2. Différentes iso formes de SAA sont exprimées soit 
constitutivement, soit en réponse à des stimuli inflammatoires. Trois iso formes sont 
sécrétées lors de l’inflammation chez l’homme et la souris ; alors que SAA1 et SAA2 sont 
principalement exprimées dans le foie, SAA3 est sécrétée par de nombreux tissus [177]. Un 
quatrième membre, SAA4, est exprimé de façon constitutive par le foie [178]. Lors d’une 
réponse de phase aigue, les SAA sont les protéines de phase aigue les plus produites et 
sont utilisées comme marqueur de clinique d’une inflammation aigue avec la CRP (protéine 
C réactive), appartenant également à la famille des protéines de phase aigue [172, 179].  
 L’IL1B est une cytokine pro-inflammatoire d’abord produite sous la forme d’une pro 
protéine. Durant l’inflammation, un complexe protéique oligomérique se forme dans les 
granulocytes suite à la reconnaissance de divers signaux inflammatoires : l’inflammasome 
[180]. L’inflammasome favorise la maturation des cytokines inflammatoires comme l’IL1B, en 
les clivant via l’activation de la caspase 1 [181]. Après sa sécrétion, l’IL1B interagit avec son 
récepteur, l’IL1R1, puis un autre récepteur est recruté à la membrane, IL1RAcP, pour former 
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un complexe de récepteur de forte affinité permettant la signalisation intracellulaire [182]. 
L’administration d’une endotoxine bactérienne, telle que le LPS, est décrite pour induire la 
production et la sécrétion du TNF et de l’IL1B dans la circulation systémique [183, 184]. 
L’IL1B est capable d’induire l’expression de l’hepcidine in vitro et in vivo. Elle induit 
également l’expression de l’hepcidine dans des lignées d’hépatomes humains (HuH7) ainsi 
que dans des hépatocytes primaires humains et murins, indépendamment de l’IL6 [130, 
185]. In vivo, l’injection d’Il1b provoque une augmentation rapide de l’expression de 
l’hepcidine dans le foie des souris ainsi qu’une hyposidérémie. Un rôle de l’activine B ou de 
Bmp2 dans l’induction de l’hepcidine via l’activation de la voie Smad1/5/8 a été proposé chez 
la souris, puisque leur expression est augmentée en réponse à l’Il1b [185]. In vivo, l’Il1b 
pourrait donc agir sur l’hepcidine en induisant l’expression de ligands de la voie Bmp. Ce 
résultat contraste avec de précédentes études qui montraient l’implication des facteurs de 
transcription NFB et C/EBPb dans la régulation de l’hepcidine médiée par l’IL1B [186, 187]. 
   b. GATA  
Les GATA sont des facteurs de transcriptions qui exercent un rôle dans le foie, notamment 
lors du développement hépatique [188-190]. Plusieurs études ont montré l’implication de ces 
facteurs dans la régulation de l’expression de l’hepcidine. De fait, le promoteur de l’hepcidine 
contient un site de fixation des facteurs GATA, GATA-RE (localisé en -103/-98 sur le 
promoteur de l’hepcidine humaine) (Figure 15).  
La mutation de ce site conduit à une diminution du niveau basal d’hepcidine in vitro dans des 
lignées d’hépatomes humains [191]. De plus, l’activité transcriptionnelle du promoteur de 
l’hepcidine induite par l’IL6 in vitro requiert la présence de ce site, puisqu’une mutation du 
GATA-RE empêche la transcription de l’hepcidine en réponse à l’IL6 [191]. In vitro, le 
traitement à l’IL6 induit un recrutement des facteurs GATA4 et GATA6 au sein du GATA-RE 
du promoteur de l’hepcidine. La mutation du site empêche le recrutement de ces facteurs 
ainsi que la transcription de l’hepcidine [192].  
Figure 15. Localisation des sites 
de fixation des facteurs GATA et 
C/EBP sur le promoteur de 
l’hepcidine [193] 
De nombreux facteurs de 
transcription possèdent des sites 
de fixation putatifs au sein du 
promoteur de l’hepcidine, en plus 
des facteurs STAT et BMP. 
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In vivo, l’injection de LPS induit de façon transitoire l’expression de Gata6 dans le foie alors 
que l’expression de Gata4 diminue. L’augmentation transitoire de l’expression de Gata6 
corrèle avec l’induction de l’hepcidine chez ces souris. De plus, in vivo les niveaux 
d’expression des Fog-1 et Fog-2 (Friend of GATA, codés par les gènes Zfpm1 et Zfpm2 
respectivement), cofacteurs des GATA qui suppriment la transcription de l’hepcidine induite 
par les GATA [192], diminuent en réponse au LPS, suggérant que l’inhibition de la 
répression des FOG pourrait jouer un rôle crucial dans l’induction de l’hepcidine en réponse 
au LPS [193].  
Les facteurs GATA et FOG semblent donc avoir un rôle important dans la modulation de la 
transcription de l’hepcidine en réponse à l’inflammation.  
   c. C/EBP 
Les C/EBP (CCAAT/enhancer-binding protein) sont une famille de facteurs de transcription 
majoritairement exprimés dans les adipocytes, les hépatocytes et les macrophages. On 
retrouve parmi leurs cibles des gènes de la réponse aigue inflammatoire dans le foie ou 
encore des gènes codant des cytokines dans les macrophages [194]. Le promoteur de 
l’hepcidine contient un site de fixation des facteurs C/EBP (-250/-230 chez l’homme) (Figure 
15). A l’état basal, C/EBPa est fixé sur ce site. Le déficit hépatique de Cebpa chez la souris 
conduit à une répression de l’expression de l’hepcidine et à une surcharge en fer multi-
viscérale, montrant l’importance de ce facteur dans le maintien de l’expression de l’hepcidine 
au niveau de base [113, 195]. Néanmoins, C/EBPa ne semble pas être impliqué dans 
l’activation du promoteur de l’hepcidine en réponse à l’inflammation [113]. C/EBPa est donc 
un activateur transcriptionnel de l’hepcidine, mais un autre facteur, C/EBPb, est également 
capable d’activer la transcription de ce gène [195].  
Lors d’une inflammation, l’expression et la liaison à l’ADN de C/EBPa sont diminuées dans le 
foie des souris, alors qu’une forte induction des gènes Cebpb et Cebpd est observée dès 4 
heures d’injection au LPS [196]. Les C/EBPb et C/EBPd sont alors capables de remplacer 
C/EBPa au niveau des sites de fixation des promoteurs et d’activer la transcription des 
gènes [196]. Contrairement à C/EBPb, dont l’activité est modulée par l’IL6 via des 
mécanismes post-traductionnels, Cebpd est transcriptionnellement induit par l’IL6, via 
l’activation de la voie STAT3 [197, 198]. Durant l’inflammation, l’expression du gène Cebpd  
est rapidement induite et maintenue au cours du temps, malgré l’activation transitoire de la 
voie STAT3. Le maintien de l’expression de Cebpd est du à sa capacité d’autorégulation : 
des sites de fixation de C/EBPd sont présents au sein du promoteur du gène Cebpd et 
permettent une auto-activation transcriptionnelle [199].  
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Les facteurs C/EBP pourraient participer à la régulation de l’expression de l’hepcidine en 
condition inflammatoire, en plus de leur rôle dans le maintien du niveau basal de l’hepcidine 





Lors d’une inflammation, l’hôte met en place de nombreux mécanismes permettant la 
restriction du fer accessible aux pathogènes. Parmi ces mécanismes, l’induction de 
l’expression de l’hepcidine (HAMP) par les hépatocytes, régulateur majeur de l’homéostasie 
du fer, permet de réduire le fer présent dans la circulation systémique, via l’inhibition de 
l’expression de la ferroportine, seul exportateur de fer décrit chez les mammifères.  
Deux voies de signalisation majeures sont décrites dans la littérature pour être impliquées 
dans l’induction hépatique de l’hepcidine lors d’une inflammation ou d’une infection : la voie 
STAT3 et la voie BMP/SMAD. 
 La littérature propose qu’en réponse à l’inflammation, l’activation de la voie STAT3 
(par l’IL6 ou d’autres cytokines) mène à l’induction d’HAMP, via la fixation directe de STAT3 
sur son promoteur. Le déficit chez la souris d’Il6, de Stat3 ou de Gp130 dans l’hépatocyte 
conduit à une altération de l’induction d’Hamp lors d’une inflammation [36, 103, 117, 118, 
126, 129, 134, 137, 140]. La voie BMP/SMAD est également décrite pour participer à la 
régulation positive de l’hepcidine dans ce contexte, puisque l’altération de sa signalisation 
(souris génétiquement modifiées, inhibiteurs chimiques) conduit à une réponse altérée de 
l’hepcidine in vivo [111, 147]. 
Les précédentes observations de l’équipe, publiées en 2012, suggéraient un rôle 
prépondérant de la voie BMP/SMAD plutôt que de la voie de signalisation STAT3 dans la 
régulation transcriptionnelle de l’hepcidine lors d’inflammation, puisque l’absence d’Il6 
n’altérait pas l’induction d’Hamp dans le foie de souris injectées au LPS [38]. Au vu des 
résultats obtenus, l’équipe a proposé l’implication de l’activine B, une molécule appartenant à 
la famille du TGFb, dans la régulation d’Hamp lors d’inflammation. Son effet sur l’expression 
de l’hepcidine a été validé in vitro, et l’équipe a montré que cette induction était dépendante 
de l’activation de la voie BMP/SMAD.  
  Mon premier objectif a été de confirmer le rôle de l’activine B sur l’expression de 
l’hepcidine dans différents modèles infectieux, in vivo. Pour cela, nous avons comparé les 
profils d’expression de l’activine B et de l’hepcidine en réponse à différents stimuli (LPS, 
térébenthine, S.aureus, S.Typhimurium, E.coli). Enfin, pour confirmer nos observations, nous 
avons utilisé des souris génétiquement modifiées, invalidées pour le gène codant l’activine 




  La littérature décrit un rôle majeur de l’IL6, ligand majeur de la voie STAT3 dans 
l’hépatocyte, dans l’augmentation de l’expression de Hamp lors de l’inflammation, 
contrairement à nos résultats publiés. Mon second objectif a donc été de reévaluer 
l’implication de l’IL6 dans la réponse de l’hepcidine lors d’une infection. Nous avons, pour 
cela, utilisé des souris invalidées pour le gène Il6 et évalué la réponse de l’hepcidine en 
réponse à Escherichia coli. 
L’ensemble de ces résultats nous a permis de clarifier les rôles de l’activine B, de l’IL6 ainsi 
que des voies de signalisation STAT3 et BMP/SMAD dans l’induction de l’hepcidine lors 




MATERIELS ET METHODES 
 
 I. Modèles murins 
Toutes les souris utilisées au cours de ces travaux de thèse ont été hébergées dans 
l’animalerie A1/A2 de l’US006 avec un libre accès à la nourriture (250mg fer/kg ; SAFE ; 
Augy, France) et à l’eau. Nous avons utilisé des modèles murins génétiquement modifiés : 
une lignée de souris ne produisant pas d’IL6 (B6.129S2-Il6tm1Kopf/J), une lignée de souris ne 
produisant pas d’activine B (B6.129S4-Inhbbtm1Jae/J) [200]. Les souris Inhbb-/- proviennent du 
Jackson Laboratory. Une cassette néomycine remplace une région de 1,3 kb du gène, 
contenant notamment le codon d’initiation de la traduction, le peptide signal ainsi qu’une 
grande partie de l’exon 1. Ces souris sont viables mais présentent une déficience dans la 
formation des paupières, causant des lésions oculaires. 
L’ensemble de ces modèles murins étant produits sous le fond génétique C57BL/6J, les 
souris contrôles utilisées pour les expériences ont le même fond et proviennent du 
fournisseur Janvier. Les expériences d’infection ont été menées sur des mâles âgés de 8 à 
13 semaines.  
Nous avons également utilisé une lignée de souris invalidées pour Bmp6 (Bmp6m1Rob). Ces 
souris étant sous fond génétique CD1, nous avons utilisé des souris contrôle ayant le même 
fond génétique. 
La mise à mort des souris est initiée par une injection intra péritonéale d’une solution de 
Xylazine (Bayer, Rompun 2%) et de  Kétamine (Virbac, Ketamine 1000), puis par une 
exsanguination. Les expériences  ont été menées sur des mâles âgés de 7 à 15 semaines. 
Pour toutes les souris prélevées :  
 ◦ 50µL de sang sont prélevés dans un tube EDTA pour l'analyse des paramètres  
sanguins et le reste est récupéré dans un tube sec de 1,5ml pour récupérer le sérum après 
deux centrifugations à 3000 rpm pendant 5 minutes.  
 ◦ Après prélèvement, les différents organes (foie, rate, duodénum) sont 
immédiatement congelés dans de l’azote liquide puis stockés à -80°C.  
 ◦ Pour les analyses histopathologiques, les différents organes (foie, rate, duodénum) 
sont récoltés dans du formol (4%) durant le sacrifice. 24 heures après, les échantillons sont 
transférés dans de l'éthanol à 75% puis stockés à 4 °C avant la mise en bloc en paraffine. 
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 Injection de LPS 
Pour mimer une inflammation systémique, les souris C57BL/6 ont reçu une injection intra 
péritonéale de LPS O55:B5 (L2637, Sigma-Aldrich) à une dose de 1µg de LPS par gramme 
de souris. Les mises à mort des animaux ont eu lieu à des temps allant de 30 minutes à 24h 
d’injection. 
Le nombre de souris prélevées pour chaque temps de stimulation au LPS, en fonction du 
génotype des souris, est décrit dans le tableau ci-dessous ; 
 
Ctrl 0,5h 1h 2h 4h 6h 8h 10h 12h 15h 24h 
C57BL/6 23 10 6 6 9 14 4 6 3 8 6 
Il6
-/-







4 6 6 
   
5 4 
Nous avons également injecté au LPS des souris Bmp6-/-, et utilisé des souris contrôle sous 
le même fond génétique (CD1). Les mises à mort des animaux ont eu lieu à des temps allant 
de 30 minutes à 48h d’injection. 
Le nombre de souris prélevées pour chaque temps de stimulation au LPS, en fonction du 
génotype des souris, est décrit dans le tableau ci-dessous ; 
 
Ctrl 0,5h 1h 2h 4h 6h 15h 48h 
CD1 3 3 3 3 3 3 3 3 
Bmp6
-/-
 3 4 3 3 3 3 3 4 
 Injection d’Il6 
Trois à six souris C57BL/6 ont reçu une injection dans la cavité péritonéale d’Il6, à une dose 
de 0,8µg par gramme de souris. Les mises à mort des animaux ont eu lieu à des temps 
allant de 1h à 4h d’injection. 
 Modèle d’inflammation stérile 
Pour induire une inflammation stérile, les souris C57BL/6 ont reçu une injection de 
térébenthine à une dose de 5µg par gramme de souris, en sous-cutanée. Les mises à mort 
des animaux ont eu lieu à des temps allant de 6h à 96h d’injection.  
Le nombre de souris prélevées pour chaque temps de stimulation à la térébenthine est décrit 
dans le tableau ci-dessous ; 
 
Ctrl 6h 24h 48h 96h 
C57BL/6 23 5 6 9 3 
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 Infections bactériennes 
Toutes les solutions bactériennes sont stockées dans 20% de glycérol, à -80°C. Lors de la 
mise à mort, 10 µL de sang pur, ainsi que 10 µL des dilutions (10-1, 10-2, 10-3) sont 
ensemencées sur une gélose contenant soit du LB (Luria-Bertani) -agar (E.coli), soit du TSB 
(Tryptic Soy Broth) -agar (S.aureus, S.Typhimurium). Après une incubation pendant une nuit 
à 37°C, le nombre de colonies (CFU) est dénombré afin de déterminer la bactériémie 
sanguine au cours du temps. Le volume ensemencé (10 µL) est parfois limitant pour détecter 
de faibles charges bactériennes et la valeur seuil de bactériémie détectable est estimée à 
10² UFC/ml. 
  Infection à Escherichia coli 
Une souche d’Escherichia coli SP15 nous a été fournie par le Pr Eric Oswald (Inserm, 
U1220, Toulouse, F-31300, France).  
Une préculture est réalisée dans 5 ml de milieu LB (L3022, Sigma-Aldrich) contenant 0,001% 
de chloramphénicol sur la nuit à 37°C, sous agitation (500 rpm). Le jour de l'infection, la pré 
culture est diluée au 1:80 dans du milieu LB-chloramphénicol puis incubée pendant 2h30 à 
37°C sous agitation (500 rpm), jusqu'à ce que la densité optique à 600 nm atteigne 0,8. Pour 
cette souche, une densité optique à 600 nm de 0,8 équivaut à 4x108 CFU/ml. Après 
centrifugation à 4000 rpm pendant 10 minutes à température ambiante, le culot bactérien est 
lavé puis repris avec du PBS stérile pour atteindre une concentration finale de 2x109 CFU/ml. 
Les souris C57BL/6 sont infectées avec 50 µL de la solution bactérienne à 2x109 CFU /ml 
(108 CFU/souris) dans le coussinet plantaire, puis sont prélevées après 30 minutes, 1h, 2h, 
4h, 6h,  8h, 16h, 20 et 28h d’infection. 
Le nombre de souris prélevées pour chaque temps en réponse à E.coli, en fonction du 
génotype des souris, est décrit dans le tableau ci-dessous ; 
 
Ctrl 0,5h 1h 2h 4h 6h 8h 16h 20h 28h 
C57BL/6 23 8 12 22 19 7 7 19 17 16 
Il6
-/-
 12 3 7 13 10 7 7 7 8 7 
Inhbb
-/-







  Infection à Staphylococcus aureus 
La souche Newman de Staphylococcus aureus nous a été fournie par le Pr Eric Oswald 
(Inserm, U1220, Toulouse, F-31300, France).  
Une préculture est réalisée dans 5 ml de milieu TSB (T8907, Sigma-Aldrich) sur la nuit à 
37°C, sous agitation (500 rpm). Le jour de l'infection, la pré culture est diluée au 1:80 dans 
du milieu TSB puis incubée pendant 2h30 à 37°C sous agitation (500 rpm), jusqu'à ce que la 
densité optique à 600 nm atteigne 0,63. Pour cette souche, une densité optique à 600 nm de 
0,63 équivaut à 3,7x108 CFU/ml. Après centrifugation à 4000 rpm pendant 10 minutes à 
température ambiante, le culot bactérien est lavé puis repris avec du PBS pour atteindre une 
concentration finale de 109 CFU/ml. 
Les souris C57BL/6 sont infectées suite à une injection intra péritonéale de 200 µL de la 
solution bactérienne à 109 CFU/ml (2x108 CFU/souris) puis les souris sont prélevées après 
30 minutes, 2h, 4h, 14h et 48h d’infection. 
Le nombre de souris C57BL/6 prélevées pour chaque temps en réponse à S.aureus est 
décrit dans le tableau ci-dessous ; 
Ctrl 0,5h 2h 4h 14h 48h 















  Infection à Salmonella enterica serovar Typhimurium 
La souche SL1344 de Salmonella enterica serovar Typhimurium nous a été fournie par le Dr 
Danièle Malo (Université McGill, Montreal, Canada). 
Une préculture est réalisée dans 5 ml de milieu TSB contenant 0,001% de streptomycine sur 
la nuit à 37°C, sous agitation (500 rpm). Le jour de l'infection, la pré culture est diluée au 
1:80 dans du milieu TSB puis incubée pendant 2h30 à 37°C sous agitation (500 rpm), 
jusqu'à ce que la densité optique à 600 nm atteigne 0,9. Pour cette souche, une densité 
optique à 600 nm de 0,9 équivaut à 2,7x109 CFU/ml. Après centrifugation à 4000 rpm 
pendant 10 minutes à température ambiante, le culot bactérien est lavé puis repris avec du 
PBS pour atteindre une concentration finale de 5x104 CFU/ml. 
Les souris C57BL/6 ont été infectées avec 200 µL de la solution bactérienne à 5x104 CFU/ml 
(correspondant à 104 CFU/souris) de Salmonella enterica serovar Typhimurium SL1344 par 
voie intra péritonéale. Les souris ont été euthanasiées de 6h à 5 jours post-infection et 
différents organes (foie, rate, duodénum) ont été prélevés et stockés à -80°C.  
Le nombre de souris C57BL/6 prélevées pour chaque temps en réponse à S.Typhimurium 
est décrit dans le tableau ci-dessous ; 
Ctrl 6h J1 J2 J3 J4 J5 





 II. Etude de l’expression génique 
  1. Extraction des ARN totaux 
Les ARN totaux des organes (foie, rate, duodénum) des souris sont extraits à partir de tissus 
congelés à -80°C. Un morceau d’organe est broyé dans 1 ml de phénol (BR0700101, 
Biotechrabbit) à l’aide d’une sonde Ultra-Turrax® (IKA Laboratory Equipment) d’après la 
technique décrite par Chomczynski et al. [201]. Le phénol maintient l’intégrité des ARN 
durant l’homogénéisation tissulaire tout en cassant les parois et les contenants cellulaires. 
200µL de chloroforme (32211, Sigma-Aldrich) sont ajoutés puis, après une homogénéisation 
et un temps de repos de 5 minutes, la solution est centrifugée pendant 10 minutes à 24000g 
à 4°C. On obtient alors une phase organique, contenant les protéines, et une phase 
acqueuse contenant l'ARN ainsi que d’autres composés hydrophiles tels que des sels ou des 
oligosaccharides (l'ADN se trouve généralement proche de l'interface entre les deux 
phases). Afin de précipiter l’ARN, 350µL de la phase acqueuse sont mélangés au même 
volume d’isopropanol (33539, Sigma-Aldrich). Après une homogénéisation et un temps de 
repos de 5 minutes, la solution est centrifugée pendant 10 minutes à 24000g à 4°C. On 
obtient un culot d’ARN qui est lavé deux fois dans des bains d’éthanol (32221, Sigma-
Aldrich) à 75% à -20°C.  
Après le dernier lavage et une nouvelle centrifugation, les culots d’ARN sont repris avec de 
l’eau RNAse-free, puis les ARN sont dosés et stockés à -80°C.   
  2. Dosage ARN 
La concentration des ARN (µg/mL) est mesurée grâce à son absorbance à 260nm d’après la 
formule :                                                  . Leur qualité ainsi que 
la contamination par les solvants ou par les protéines est évaluée via la mesure 
d’absorbance à 230 et à 280 nm, respectivement par les rapports 260/230 et 260/280. 2µL 
d’ARN sont dilués dans 198µL de Tris-EDTA (10mM Tris et 1mM EDTA, pH entre 7,5 et 8) 
puis la concentration des ARN est dosée dans des plaques UV-free, afin de ne pas fausser 
les valeurs d’absorbance. La lecture est réalisée à l’aide d’un spectrophotomètre (Varioskan 
Flash, ThermoScientific). Pour valider la qualité d’un ARN, les rapports 260/280 et 260/230 






  3. Reverse-transcription (RT) 
La synthèse des brins d’ADNc est réalisée à partir des ARN totaux au moyen de la reverse 
transcriptase M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus). 
Trois μg d’ARN sont mélangés avec 6 μL d’oligodT (100 μM) et de l’eau stérile dans un 
volume final de 17,75 μL. Ce mélange réactionnel est incubé 5 min à 70°C afin dénaturer les 
structures secondaires des ARN. La solution est ensuite plongée dans de la glace pendant 
une minute puis une solution de RT est ajoutée. Cette solution est composée de 5 μL de 
tampon réactionnel 5X (Tris-HCl 250 mM pH 8,4, KCl 375 mM, MgCl2 15 mM, DTT 50 mM), 
de 1,25 μL de dNTP (10 μM) et de 1 μL de Reverse transcriptase M-MLV (200 unités). Ce 
mélange (volume final de 25µL) est incubé pour une durée de 60 min à 42°C, pendant 
laquelle l’enzyme va synthétiser le brin d’ADNc dans le sens 3’-5’, puis l’enzyme est 
inactivée à 70°C pendant 15 min.  
Les ADNc obtenus sont dilués au 1/8ème pour être utilisés dans les expériences de PCR 
quantitative. 
  4. PCR quantitative 
 Principe 
La PCR quantitative en temps réel (PCRq) repose sur la possibilité de suivre au cours du 
temps le processus d’amplification à l’aide de la fluorescence. A chaque cycle 
d’amplification, la quantité d’ADN total est mesurée grâce à un marqueur fluorescent. Dans 
nos expériences, nous avons utilisé le SYBR Green I, qui est un composé organique capable 
d'émettre une fluorescence lorsqu’il est lié aux acides nucléiques double brin (au niveau du 
petit sillon de l’ADN). 
Si l’on suit la fluorescence au cours du temps d’une PCR en temps réel, on observe une 
augmentation de cette fluorescence et donc de la quantité d’ADN double brin, en 3 phases 
distinctes (Figure 16 - courbe rose) : 
- Phase exponentielle : la quantité de fragment amplifié génère un signal 
fluorescent supérieur au seuil de détection de l’appareil, puis le nombre de 
produits amplifié double à chaque cycle. En coordonnées logarithmiques, cette 
phase est représentée par une droite. 
- Phase linéaire : certains composants de la réaction deviennent limitants 
(notamment la polymérase). 
- Phase de plateau (ou de saturation) : le système ne permet plus d’amplification. 
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A partir de la courbe d’amplification (rose), une première dérivée est calculée (vert), et son 
maximum correspond au point d’inflexion de la courbe d’amplification (Figure 16). Une 
seconde dérivée (bleu) est ensuite calculée ; son maximum correspond au début de la phase 
exponentielle et son minimum à la fin de cette phase. Pour chaque échantillon, on détermine 
le nombre de cycles nécessaire (Ct) pour atteindre le début de la phase exponentielle, c'est-
à-dire le moment auquel il y a, pour un gène donné, une quantité équivalente d’ADN dans 
chaque tube. 
 
L’utilisation de la méthode de la seconde dérivée évite à l’utilisateur de déterminer des seuils 




































 Quantification relative de l’expression génique 
L’équation de l’amplification exponentielle de la PCR est définie comme : 
           
  
avec X0 = nombre de molécules cibles initiales 
Xn = nombre de molécules au cycle n 
E = efficacité de l’amplification 
n = nombre de cycles nécessaire pour atteindre le maximum de la 2
nde
 dérivée (Ct) 
On mesure à la fois l’amplification d’un gène cible, mais aussi l’amplification d’un gène de 
référence, dont l’expression ne varie pas selon nos conditions (nous avons choisi le gène 
Hprt [Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase] pour nos expériences). Ces 
amplifications sont définies par les équations suivantes ; 
                            
        
                      
     
Si l’efficacité de la réaction d’amplification est maximale, c'est-à-dire qu’à chaque cycle de la 
phase exponentielle, la quantité d’ADN double, alors E = 1 et la quantité de gène cible 
normalisée par rapport au gène de référence est définie par l’équation suivante ; 
        
      
 
        
      
                       
avec K représentant une constante de valeur inconnue 
On peut comparer le niveau d’expression entre 2 échantillons en faisant le rapport :  
        
      
              
        
      
              
  
                    
                     
                                          . 
La constante inconnue de valeur inconnue étant éliminée, ce rapport d’expression est 
directement estimable à partir du -Ct de chaque échantillon. 
Les analyses statistiques doivent être effectuées sur des variables qui ont une distribution 
normale, comme les Ct et non sur les      qui ont une distribution exponentielle.  
Les moyennes des valeurs Ct obtenues à différents temps d’une cinétique ont été 
comparées par une analyse de variance (ANOVA) suivie d’une comparaison des moyennes 
2 à 2 par un test de Tukey, prenant en compte le nombre de tests effectués.  
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La différence des valeurs moyennes des Ct entre deux groupes permet d’obtenir la valeur 
Ct, ainsi que son intervalle de confiance à 95%.  
Un intervalle de confiance à 95 % donnera un encadrement correct 95 fois sur 100 en 
moyenne, c'est-à-dire que si l'on pouvait répéter les expériences de même nature un grand 
nombre de fois, en affirmant à chaque fois que le paramètre à estimer se trouve dans cet 
intervalle, on se tromperait en moyenne 5 fois sur cent.  
Pour que les différences entre les groupes comparés soient significatives, il faut que la 
valeur Ct soit différente de 0, et que l’intervalle de confiance à 95% ne chevauche pas la 
valeur 0. 
Les figures montrent le rapport d’expression (    ) entre les souris infectées et les souris 
non infectées à chaque temps de la cinétique. L’intervalle de confiance de ce rapport est 
calculé à partir (antilog base 2) des bornes inférieures et supérieures de l’intervalle de 
confiance de Ct. Lorsque l’intervalle de confiance croise la valeur 1, la différence entre le 
groupe infecté et le groupe non infecté n’est pas significative. A l’inverse, quand l’intervalle 
de confiance à 95% ne croise pas la valeur 1, il y a une différence significative entre ces 
deux groupes. 
 Approche expérimentale 
Les PCR quantitatives sont réalisées grâce à un appareil LightCycler480 (Roche 
Diagnostics) de PCR en temps réel. Toutes les amorces utilisées sont choisies à l’aide du 
logiciel Primer Express 2.0 (Applied Biosystems). Les PCR sont effectuées dans un volume 
total de 10μL en utilisant 2 μL d’ADNc dilué au 1/8ème, 600 nM de chaque amorce ainsi que 5 
μL d’un tampon de réaction 2X LightCycler480 SYBR Green I Master contenant la Taq ADN 
polymérase Faststart, un mélange de dNTP, du SYBR Green I et du MgCl2.  
La réaction de PCR débute par une étape de dénaturation 5 minutes à 95°C appelé étape de 
pré incubation.  
Vient ensuite l’étape d’amplification qui sera répétée 40 fois et qui se compose d’une 
dénaturation 15 secondes à 95°C, d’une hybridation 10 secondes à 60°C et enfin d’une 
élongation 15 secondes à 72°C. L’acquisition de la fluorescence a lieu à la fin de chaque 
cycle, c’est-à-dire après chaque étape d’élongation.  
La réaction se termine par une courbe de fusion : 10 secondes à 95°C, 20 secondes à 70°C 
puis une acquisition de fluorescence continue jusqu’à la température de 97°C.  
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Le gène de référence est un gène dont l’expression ne varie pas entre les deux conditions 
pour lesquelles nous mesurons la variation d’expression du gène cible. Ceci permet 
d’éliminer certaines fluctuations comme par exemple des variations au niveau de la synthèse 
d’ADNc. Nous avons utilisé comme gène de référence le gène Hprt, dont l’expression est  
décrite pour être constante et  qui ne varie pas dans nos conditions expérimentales [202].  
Les séquences des amorces utilisées pour les expériences de PCRq sont listées dans la 




 III. Etude de l’expression protéique 
  1. Extraction de protéines 
Les protéines totales des foies des souris sont extraites à partir des tissus congelés à -80°C. 
Un morceau d’organe est broyé dans un tampon de lyse (700µL PEB/échantillon ; PEB : 
50mM Tris-HCl, pH 8, 150mM NaCl, 5mM EDTA, pH 8, and 0.1% NP-40 – ajout d’inhibiteurs 
de protéases (11836170001, Roche) et de phosphatases (P5726, Sigma-Aldrich)). Le 
broyage est réalisé dans des tubes Fast-Prep à l’aide d’un instrument FastPrep-24 (MP 
Biomedicals), pendant 15 secondes à une vitesse de 4 m/s. Après centrifugation à 20000g 
pendant 15 minutes à 4°C, les surnageants sont récupérés dans des tubes de 1,5ml et 
peuvent être stockés à -80°C. 
Les protéines contenues dans ce surnageant sont dosées à l’aide d’un kit basé sur la 
méthode de Lowry (5000113, 5000114, 5000115, BioRad).  
La méthode de Lowry est basée sur deux réactions chimiques. La première réaction est la 
réduction des ions de cuivre sous conditions alcalines, qui forment un complexe avec les 
peptides ou protéines. La seconde est la réduction du réactif de Folin-Ciocalteu par le 
complexe cuivre- peptide qui induit un changement de couleur de la solution en bleu. Le 
développement de la couleur est principalement dû à la présence de tyrosines et de 
tryptophanes, et dans une moindre mesure, à la cystine, la cystéine, et l’histidine. Les 
protéines sous l’effet d’une réduction par le réactif de Folin perdent 1, 2, ou 3 atomes 
d'oxygène, produisant ainsi une ou plusieurs espèces réduites ayant une couleur bleue 
caractéristique avec une absorption maximale à 750 nm.  
Ainsi, chaque échantillon dilué est dosé dans des plaques 96 puits (269620, Nunc) et la 
lecture est réalisée au Varioskan Flash (ThermoScientific). Après lecture de l’absorbance à 
750 nm, les concentrations protéiques des échantillons sont calculées à l’aide de la gamme 
étalon de BSA (albumine sérique bovine), composée de dilutions successives allant de 1 à 6 
µg/µL. 
  2. Western Blot  
Les solutions dosées sont ensuite diluées dans un tampon Laemmli 2X (S3401, Sigma-
Aldrich), pour atteindre une concentration finale de 2µg/µL, puis incubées à 95°C pendant 5 
minutes (dénaturation des protéines). 20µL de ces solutions (= 40µg de protéines) sont 
déposées sur un gel de polyacrylamide SDS-PAGE, placé dans une cuve contenant un 
tampon de migration, puis un courant électrique de 50V, puis de 150V est appliqué afin 
d’induire la migration des protéines. Les protéines sont alors séparées selon leur taille. Deux 
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types de gels sont utilisés dans cette technique : un gel de concentration (5% de 
polyacrylamide) permettant de concentrer toutes les protéines de l'échantillon avant la 
migration, et un gel de résolution (10% de polyacrylamide) permettant un tamisage 
moléculaire en séparant les protéines selon leur taille. 
Le transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose est réalisé dans du tampon de 
transfert (14,4g de glycine, 3g de Tris Base, 200 ml d’éthanol, qsp 1L d’eau). Après 1h30 de 
transfert à 80V à 4°C, un rouge ponceau est réalisé afin de valider le transfert et de 
comparer les quantités totales de protéines déposées.  
Les sites potentiels de fixation non spécifique de l’anticorps primaire sont saturés avec une 
solution de lait 5%-TBS-Tween (10mM Tris-HCl, pH 7.5, 150mM NaCl, 0.15% Tween 20) 
pendant 1h à température ambiante. Les membranes sont ensuite incubées avec les 
anticorps primaires sur la nuit, à 4°C et sous agitation (Tableau 3). Le lendemain, après 
plusieurs lavages dans du TBS-Tween, les membranes sont incubées avec l’anticorps 
secondaire correspondant (couplé à la HRP, peroxydase de raifort) pendant 1h à 
température ambiante sous agitation.  
Après plusieurs lavages dans du TBS-Tween et un lavage de 5 minutes en PBS, les 
membranes sont incubées 5 minutes à l’obscurité avec un substrat permettant de visualiser 
l’activité de l’enzyme HRP (RPN2236, GE Healthcare).  
La quantification de cette activité est acquise via un système d’imagerie d’acquisition de 
chimioluminescence (Chemidoc - Biorad). La densitométrie est réalisée à l’aide du logiciel 
ImageLab (Biorad).  
Tableau 3. Caractéristiques des anticorps utilisés pour les expériences de Western Blot .  














Référence 9131 3108 ab92698 9132 3103 ab40771 4650 
Dilution 1/5000 1/1500 1/5000 1/5000 1/5000 1/5000 1/750000 
















Référence 7074 7074 7074 7074 7076 7074 7076 




  3. Dosage ELISA de l’hepcidine 
L’hepcidine est dosée dans le sérum des souris à l’aide d’un kit « Hepcidin Murine-
CompeteTM » (HMC-001, Intrinsic Lifesciences).  
Il s’agit d’un ELISA par compétition : cette technique utilise une protéine à rechercher 
immobilisée sur un support plastique et un anticorps spécifique conjugué à une enzyme qui 
est révélé par l’addition d’un substrat qui se colore. La compétition se joue donc entre les 
antigènes marqués (en quantité connue) et non marqués (en quantité à déterminer dans 
notre échantillon) pour leur liaison aux anticorps, qui sont en défaut. Ainsi plus les antigènes 
à doser sont nombreux, plus leur proportion parmi les antigènes retenus par les anticorps est 
grande, et plus le signal sera faible. Inversement, si la concentration initiale de l'antigène est 
faible, le signal sera fort. 
Pour chaque condition, 4 à 6 sérums de souris différentes ont été testés, en simplicat. 

















 IV. Immunohistochimie 
 Principe 
L'immunohistochimie (IHC) est une méthode de localisation de protéines dans les cellules 
d'une coupe de tissu, par la détection d'antigènes au moyen d'anticorps. L'IHC exploite le fait 
qu'un anticorps se lie spécifiquement à des antigènes dans les tissus biologiques. Les 
anticorps peuvent être d'origine polyclonale ou monoclonale.  
Lors du prélèvement, les organes sont fixés dans du formol pendant 24h à température 
ambiante puis stockés à 4°C dans de l’éthanol à 70% en attendant leur inclusion en 
paraffine. Les blocs de paraffine sont ensuite coupés en lamelles d’épaisseur 5 µm à l’aide 
d’un microtome puis les lamelles sont déposées sur des lames blanches.  
 Protocole 
Il faut tout d’abord procéder à une étape de déparaffinage pour préparer les échantillons au 
marquage. Pour cela, les lames sont chauffées à 60°C pendant 10 minutes puis subissent 
des bains successifs de xylène (2 bains de 5 minutes) et d’éthanol 100% (2 bains de 1 
minute). Un bain de 5 minutes dans de l’eau permet la réhydratation des prélèvements.  
Avant de procéder au marquage, une étape de démasquage des épitopes est également 
nécessaire. Ce prétraitement permet de rompre les liaisons moléculaires créées par le 
fixateur qui modifient ainsi la configuration spatiale des épitopes et leur accessibilité aux 
antigènes. Pour cela, les lames sont incubées dans un bain de tampon citrate pH6 (T0050, 
DiaPath), qui va chélater le calcium intervenant dans le renforcement des liaisons covalentes 
formées lors de la fixation. Ce bain est chauffé 11 minutes à 750W au micro-onde puis une 
deuxième fois 10 minutes. Après 45 minutes de refroidissement, les lames sont rincées à 
l’eau pendant 5 minutes.  
Les prélèvements sont ensuite cerclés avec un stylo hydrophobe afin de délimiter la zone sur 
laquelle va être déposée la solution d’anticorps (H-4000, Vector) puis les prélèvements sont 
perméabilisés 10 minutes au triton 0,3%. Après des lavages en PBS-Tween 0,01%, les 
prélèvements sont incubés 10 minutes avec un bloqueur de peroxydases endogènes 
(S2023, Dako).  
Les sites non spécifiques sont ensuite bloqués par l’utilisation d’un sérum de cheval à 2,5% 
(S-2012, Vector) pendant 30 minutes à température ambiante, en chambre humide. Les 
prélèvements sont ensuite incubés avec l’anticorps (P-Stat3 ; 1/200) sur la nuit à 4°C en 
chambre humide.  
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Le lendemain, après plusieurs lavages en PBS-Tween 0,01%, les prélèvements sont incubés 
avec l’anticorps secondaire couplé à la HRP (MP-7401, Vector) pendant 30 minutes à 
température ambiante.  
Après plusieurs lavages en PBS-Tween 0,01%, les prélèvements sont incubés avec la DAB 
(diaminobenzidine) pendant 1 minute et 20 secondes (SK-4105, Vector). On effectue alors 
une contre-coloration à l’aide d’un bain d’hématoxyline pendant 3 minutes puis les lames 
sont rincées abondamment à l’eau pendant 5 minutes. Avant le montage avec le milieu de 
montage (Eukitt), les prélèvements sont déshydratés par des bains successifs d’éthanol 
100% puis de xylène (2 bains de 1 minute par solvant).  





 V. Culture Cellulaire 
Des cellules HepG2 (lignée d’hépatocytes humains adhérentes) sont maintenues en culture 
dans une flasque de 75 cm2 en milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium ; 31966-
021, Life Technologies) additionné de 10% de sérum de veau foetal (SVF) décomplémenté, 
de pénicilline [100 U/ml] et de streptomycine [100 μg/ml] (15140-122, Life Technologie). Les 
cellules sont cultivées à 37°C, en atmosphère humide enrichie à 5 % en CO2. Cinq jours 
avant les traitements, les cellules sont ensemencées dans des plaques de 6 puits (100 000 
cellules par puits) dans du milieu DMEM complet. Six heures avant le début du traitement, 
les cellules sont privées en sérum (0,1% de SVF au lieu de 10%), afin d’éliminer toutes 
molécules présentes dans le sérum qui pourraient être induire  l’expression de l’hepcidine.  
Les cellules sont préalablement traitées avec un inhibiteur de la phosphorylation de STAT3, 
le Stattic (S7947, Sigma-Aldrich), à des doses de 10, 25 ou 50 µM pendant 1h puis par l’IL6 
(206-IL-010, R&D) à une dose de 50µM pour une durée de 1h.  
Les ARN (plaques 12 puits) ainsi que les protéines (plaques 6 puits) des différentes 
conditions sont récupérées. Pour cela, les puits sont lavés au PBS puis 500µL de phénol ou 
250 µL de solution RIPA (R0278, Sigma-Aldrich) additionnée d’inhibiteurs de protéases et de 
phosphatases sont rajoutés pour extraire respectivement les ARN ou les protéines.  
 ◦ Pour continuer l’extraction d’ARN, 100 µL de chloroforme sont ajoutés puis après 
agitation et centrifugation (10 minutes à 24000g), 175 µL de la phase aqueuse ont été 
mélangés au même volume d’isopropanol. Après homogénéisation et des lavages en 
éthanol 75% successifs, les culots d’ARN sont resuspendus dans de l’eau RNAse-free. Les 
protocoles de dosage et de réverse-transcription sont identiques à ceux utilisés pour les 
organes. 
 ◦ Pour continuer l’extraction de protéines, les solutions obtenues sont placées une 
nuit à -80°C puis centrifugées 15 minutes à 15000g à 4°C. Les surnageants obtenus sont 
alors dosés purs selon la méthode de Lowry décrite ci-dessus puis les solutions protéiques 








 L’hepcidine est une protéine de phase aigue de l’inflammation et son expression est 
induite par des cytokines pro-inflammatoires, telles que l’IL6 ou l’IL1B [37, 130]. La littérature 
décrit principalement l’implication de la voie de signalisation STAT3 dans son induction en 
réponse à l’inflammation [36, 103, 117, 118, 126, 129, 134, 137, 140]. Néanmoins, certaines 
études suggèrent également l’importance de l’activation de la voie BMP/SMAD, par la 
phosphorylation des SMAD1, 5 et 8, pour l’expression de l’hepcidine lors d’une inflammation 
[111, 135, 147].  
Nos précédents travaux ont montré que le traitement de lignées d’hépatomes humains avec 
l’activine B, un ligand appartenant à la famille du TGFb, induisait la transcription de 
l’hepcidine via la phosphorylation des SMAD1/5/8 [38]. De plus, l’expression du gène codant 
l’activine B est induite in vivo dans le foie de souris injectées au LPS, et précède 
l’augmentation d’expression de l’hepcidine.  
Nous avons donc suggéré que l’activine B était un régulateur clé de l’expression de 
l’hepcidine lors d’inflammations et d’infections in vivo, via l’activation de la voie SMAD1/5/8. 
 
 But de l’étude 
Pour confirmer cette hypothèse et comprendre l’implication de l’activine B dans l’induction de 
l’hepcidine in vivo, nous avons comparé les cinétiques d’expression de l’activine B et 
l’hepcidine, ainsi que l’activation de la voie BMP/SMAD chez des souris, en réponse à des 
infections bactériennes ou à un modèle d’inflammation stérile.  
Le LPS est un composant de la paroi des bactéries à Gram négatif et n’est décrit que pour 
stimuler la voie de signalisation du TLR4 [203]. Lors d’une infection par un pathogène, une 
multitude de PRR de l’hôte sont stimulés, et de nombreuses voies de signalisation sont 
activées. Selon le type de PAMP et la nature du pathogène, une activation différentielle des 
cellules infectées est observée, notamment à cause de l’activation de voies de signalisation 
différentes [204].  
Nous avons donc voulu savoir si, en réponse à une infection par des pathogènes vivants, 
virulents et capables de se développer chez l’hôte, les cinétiques d’expression de l’activine B 
et de l’hepcidine corrélaient et pouvaient indiquer un possible effet de l’activine B sur 
l’expression de Hamp. 
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 Modèles d’infection bactérienne utilisés 
 Pour cela, nous  avons développé trois modèles d’infections bactériennes, en collaboration 
avec le Dr. Eric Oswald1 : un modèle de bactérie à Gram +, Staphylococcus aureus et deux 
modèles de bactérie à Gram -, soit intracellulaire avec Salmonella enterica serovar 
Typhimurium, soit extracellulaire avec Escherichia coli ; 
 - Escherichia coli est une bactérie à Gram - commensale, du tractus gastro-intestinal. 
Elle représente une cause majeure d’infection chez l’homme. Parmi les différents groupes 
d’E.coli, les ExPEC (Extra intestinal Pathogen Escherichia coli) sont les bactéries 
pathogènes à Gram - les plus fréquentes, et sont à l’origine chez l’homme de septicémies, 
d’infections du tractus urinaire ou encore de méningites chez les nouveau-nés [205]. Le 
modèle que nous avons développé chez la souris cause une septicémie associée à une forte 
réponse inflammatoire, et est létale environ 30 heures post-infection.  
 - Les Salmonella sont des bactéries à Gram - et contiennent près de 2500 serovars, 
classés selon leurs antigènes flagellaires et le type de LPS exprimé à leur surface. Elles 
incluent des souches dites « typhoïdales » ou « non typhoïdales ». Salmonella enterica 
serovars Typhi and Paratyphi (souches dites « typhoïdales ») sont des agents pathogènes 
strictement humains, à l’origine de la fièvre typhoïde, maladie systémique caractérisées par 
de la fièvre et des douleurs abdominales. Les souches dites non typhoïdales, S. enterica 
serovar Enteritidis and S. enterica serovar Typhimurium peuvent infecter de nombreux hôtes. 
Ces bactéries causent des gastroentérites chez l’homme mais peuvent aussi causer des 
infections systémiques et des sepsis chez les sujets immunodéprimés, chez les enfants et 
les personnes âgées. Les Salmonelles peuvent survivre dans plusieurs types cellulaires 
chez les mammifères, mais elles sont rapidement éliminées par les neutrophiles. Le mode 
de vie intracellulaire des Salmonelles, au sein des cellules épithéliales et des macrophages, 
les prévient de l’élimination par les neutrophiles et est essentiel pour leur pathogénèse [206]. 
Pour nos expériences, nous avons choisi une souche qui provoque chez la souris une 
pathologie proche de la fièvre typhoïde humaine, S.enterica serovar Typhimurium [207]. 
L’infection des souris est létale environ 5 jours post-infection. 
 - Staphylococcus aureus est une bactérie commensale extracellulaire à Gram + 
appartenant à la flore humaine épithéliale. Néanmoins, dans certains cas, cette bactérie peut 
être à l’origine de septicémies, de par ses capacités de prolifération et de sécrétion de 
toxines (entérotoxines, staphylolysines et leucocidines) et d’enzymes (coagulase, 
fibrinolysine, phosphatase, hyaluronidase, désoxyribonucléase, protéase) [208]. De plus, elle 
                                               
1
 Dr. Eric Oswald, D.V.M., PhD., INSERM U1220 
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est souvent la cause d’infections nosocomiales qui se développent chez les patients 
hospitalisés [208]. Le statut en fer de l’hôte est essentiel pour l’issue de l’infection à 
S.aureus ; les défauts dans l’homéostasie du fer, et plus particulièrement les surcharges, 
aggravent les maladies liées à S.aureus en augmentant la prolifération bactérienne durant 
l’infection [209, 210]. Contrairement aux bactéries à Gram -, la paroi de S.aureus ne contient 
pas de LPS mais principalement du peptidoglycane, de l’acide teichoique et lipoteichoique, 
et stimule principalement un autre PRR, le TLR2 [211]. Le modèle d’infection que nous 
avons développé provoque une septicémie rapide chez les souris et n’est pas létal [212]. 
 L’inflammation n’est pas toujours due à des infections mais peut également être causée 
par des stimuli stériles (libération de signaux de danger provenant du soi, traumatismes, 
toxines,…) [213]. Nous avons donc également analysé les réponses de l’activine B et de 


















 I. Corrélation des profils d’expression de l’hepcidine et de l’activine B en 
réponse à l’infection 
Pour confirmer ou infirmer notre hypothèse selon laquelle l’activine B pourrait avoir un rôle 
clé dans la régulation de l’expression de l’hepcidine lors d’une infection, nous avons évalué 
et comparé les profils d’expression de ces deux gènes en réponse à des infections 
bactériennes ou une inflammation stérile.  
Nos résultats précédemment publiés ont montré une induction de l’activine B et de 
l’hepcidine dans le foie de souris CD1 injectées au LPS, suggérant que l’activine B pourrait 
induire l’expression transcriptionnelle d’Hamp dans ces conditions [38]. Dans cette étude, 
nous avons choisi de réaliser nos expériences sur des souris de fond génétique différent, 
des C57BL/6, une lignée pure qui permet d’obtenir une meilleure reproductibilité. 
Le LPS ne permettant pas de mimer une réelle infection, dans laquelle le pathogène se 
multiplie et induit des réponses immunitaires supplémentaires chez l’hôte, nous avons voulu 
confirmer cette hypothèse dans des différents modèles infectieux bactériens, mais aussi 
dans un modèle d’inflammation stérile causé par une injection de térébenthine.  
 Réponse inflammatoire 
◦ Nous avons tout d’abord quantifié la charge bactérienne dans le sang des souris infectées 
lors de leur prélèvement, dans nos trois modèles d’infection bactérienne, afin de valider 
l’infection des souris. Peu de temps après l’infection, une quantité élevée de bactéries est 
détectée dans chacun de nos modèles (Figure 1). Alors qu’une augmentation de la 
bactériémie au cours de la cinétique est observée en réponse à l’infection par E.coli et 
S.Typhimurium, la bactériémie en réponse à S.aureus (modèle non létal) reste stable jusqu’à 
48h post-infection. 
 
Figure 1. Bactériémie sanguine chez les souris infectées par E.coli, S.Typhimurium ou S.aureus.  
La charge bactérienne dans le sang pour chaque souris a été quantifiée par comptage sur gélose suite à 
l’étalement de 10µL de sang dilué ou non. Les résultats sont exprimés en Log10 et les valeurs individuelles, ainsi 
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 ◦ Nous nous sommes ensuite intéressés à la réponse inflammatoire mise en place chez ces 
souris. Pour l’évaluer, nous avons quantifié l’expression des gènes codant les cytokines pro-
inflammatoires Il6, Il1b et Tnf dans le foie par PCRq (Figure 2). Les moyennes et écart-types 
des valeurs brutes -Ct sont montrées en annexe n°2. 
Dans tous les modèles infectieux, ainsi qu’en réponse au LPS, une forte induction des gènes 
Il6, Tnf et Il1b est observée dans le foie des souris. L’induction de ces gènes est maximale 
dès 30 minutes, en réponse au LPS (Figure 2A), à une infection par E.coli (Figure 2B) ou 
S.aureus (Figure 2C), alors qu’elle est plus tardive en réponse à S.Typhimurium (Figure 
2D).  
On observe ensuite une diminution graduelle de l’expression de ces gènes, sauf dans le 
modèle S.Typhimurium où l’expression de ces gènes reste stable jusqu'à mort des souris à 
J5.  
En résumé, une réaction pro-inflammatoire est rapidement mise en place dans tous nos 







Figure 2. Expression relative des gènes Il6, Il1b et Tnf dans le foie total des souris en réponse au LPS (A) 
ou à l’infection par E.coli (B), S.aureus (C) ou S.Typhimurium (D) par rapport aux souris contrôle. 
L’expression des gènes Il6, Il1b et Tnf dans le foie a été quantifiée par PCRq. Les ratios d’expression (2
-Ct) 
entre les souris infectées et non infectées sont montrés à chaque temps ainsi que l’intervalle de confiance à 95%. 
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 Activine B et hepcidine 
◦ En réponse au LPS, une augmentation rapide de l’expression de l’activine B dans le foie de 
souris C57BL/6 est observée dès 30 minutes. Son expression est maximale entre 4h et 8h 
(Figure 3A). Son expression diminue progressivement pour atteindre le niveau de base 24h 
après la stimulation.  
Cependant, alors que la cinétique d’expression chez les souris CD1 de l’Inhbb précédait 
celle d’Hamp, et suggérait un lien entre l’activine B et l’hepcidine, le résultat obtenu chez les 
souris C57BL/6 ne permet pas la même conclusion. En effet, alors que l’expression de 
l’Inhbb est maximale entre 4h et 8h, celle d’Hamp est fortement diminuée après 8h de 
stimulation (Figure 3A). De plus, l’induction de l’expression de l’activine B est très précoce 
par rapport à celle d’Hamp.  
Ces résultats montrent que les cinétiques d’induction de l’activine B et de l’hepcidine sont 






Figure 3. Expression relative 
du gène Inhbb, et d’Hamp 
dans le foie total des souris 
en réponse au LPS (A) ou à 
une infection par E.coli (B) 
par rapport aux souris 
contrôle.  
L’expression des gènes Inhbb 
et Hamp dans le foie a été 
quantifiée par PCRq. Les 
ratios d’expression (2
-Ct) 
entre les souris infectées et 
non infectées sont montrés à 
chaque temps ainsi que 
l’intervalle de confiance à 
95%. Lorsque l’intervalle de 
confiance croise la valeur 1, la 
différence entre par rapport au 
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Le LPS étant un composant des parois bactériennes Gram -, nous avons voulu savoir si la 
cinétique d’expression de l’activine B corrélait avec celle d’Hamp en présence de bactéries 
vivantes. Les bactéries possèdent de nombreux antigènes à leur surface, et il a déjà été mis 
en évidence qu’un contact direct entre une bactérie et une cellule hôte inhibait la 
transcription de l’hepcidine par cette cellule [214]. Il est donc important de comparer 
l’expression de l’hepcidine et de l’activine B dans des modèles infectieux, avec des bactéries 
vivantes et virulentes. 
◦ Nos résultats montrent qu’en réponse à E.coli, une induction de l’expression de l’activine B 
est visible dès 1h, avec une expression maximale observée entre 6h et 8h post-infection, 
puis l’expression de l’Inhbb reste ensuite élevée jusqu’à la mort des souris (Figure 3B).  
Dans ce modèle, l’expression de l’hepcidine est augmentée en réponse à l’infection dans le 
foie des souris dès 2h et est maximale 4h post-infection, puis reste élevée jusqu’à 28h 
d’infection.  
◦ En réponse à S.aureus, l’expression de l’Inhbb est induite dès 30 minutes et atteint un 
niveau maximal à 4 heures puis diminue pour atteindre son niveau de base après 14 heures 
d’infection (Figure 4A).  
Dans ce modèle, l’hepcidine est induite dès 4 heures puis son expression diminue pour 
atteindre son niveau de base 14 heures après infection. Le pic d’expression maximale de 
l’hepcidine corrèle avec celui de l’activine B mais l’induction précoce de l’activine B après 30 
minutes ne permet pas une induction rapide de l’hepcidine. 
◦ Enfin, en réponse à S.Typhimurium, le gène Inhbb est significativement induit à partir de 2 
jours d’infection et son expression est maximale à J3 (Figure 4B). A J4 et J5, son 
expression diminue vers le niveau de base. L’induction de l’expression du gène Inhbb est 
assez tardive par rapport aux autres modèles. Le fait que S.Typhimurium soit une bactérie à 
tropisme intracellulaire participe peut-être à ce décalage de cinétique.  
Dans ce modèle, l’expression d’Hamp est augmentée dès 6h d’infection et son expression 
est maintenue jusqu’à J5, montrant bien qu’il n’y a pas de corrélation entre son expression et 
























Figure 4. Expression relative du gène Inhbb et d’Hamp dans le foie total des souris en réponse à 
l’infection par S.aureus (A) ou S.Typhimurium (B) par rapport aux souris contrôle. L’expression des gènes 
Inhbb et Hamp dans le foie a été quantifiée par PCRq. Les ratios d’expression (2
-Ct) entre les souris infectées et 
non infectées sont montrés à chaque temps ainsi que l’intervalle de confiance à 95%. Lorsque l’intervalle de 
confiance croise la valeur 1, la différence entre par rapport au groupe contrôle n’est pas significative.  
 
◦ Enfin, lors d’une inflammation stérile, causée par une injection de térébenthine, la littérature 
décrit une augmentation de l’hepcidine [36]. Nous avons utilisé ce modèle supplémentaire 
pour comparer les cinétiques d’expression d’Inhbb et Hamp dans le foie des souris. Les 
résultats obtenus montrent une induction d’Hamp dans le foie des souris en réponse à une 
injection de térébenthine, alors qu’aucune augmentation de l’expression du gène Inhbb n’a 
été observée tout au long de la cinétique de traitement (Figure 5).  
Ces résultats montrent donc qu’en réponse à une infection bactérienne, les profils 
d’expression de l’Inhbb et d’Hamp ne sont pas totalement similaires. Dans le modèle 
S.Typhymurium et le modèle d’inflammation stérile, on remarque clairement une induction de 
l’expression d’Hamp sans induction du gène Inhbb. Dans les autres modèles infectieux, les 
résultats obtenus ne nous permettent pas de conclure quant à un effet inducteur de l’activine 
B sur l’expression de l’hepcidine in vivo. Il est donc nécessaire d’utiliser un modèle de souris 
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Figure 5. Expression relative du gène Inhbb et d’Hamp dans le foie total des souris en réponse à une 
inflammation stérile, causée par une injection de térébenthine, par rapport aux souris contrôle. 
L’expression des gènes Inhbb et Hamp dans le foie a été quantifiée par PCRq. Les ratios d’expression (2
-Ct) 
entre les souris infectées et non infectées sont montrés à chaque temps ainsi que l’intervalle de confiance à 95%. 




Ces résultats ne confirment donc pas un effet de l’activine B sur l’expression de l’hepcidine. 
Dans les modèles infectieux (E.coli, S.Typhimurium, S.aureus, LPS) ou stérile 
(térébenthine), les profils d’expression des gènes Inhbb et Hamp ne sont pas similaires, et 
ne suggèrent pas rôle de l’activine B sur l’expression de l’hepcidine.  
Pour confirmer ou infirmer le rôle de l’activine B sur l’expression de l’hepcidine dans nos 
modèles, nous avons utilisé des souris invalidées pour le gène codant l’activine B (Inhbb). 
Nous avons évalué l’expression de l’hepcidine en réponse au LPS ou à une infection par 
E.coli chez ces souris, dans le but de savoir si l’activine B participe ou non à l’induction de 
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 II. Rôle de l’activine B sur l’expression de l’hepcidine lors d’infections 
L’équipe a proposé l’activine B comme régulateur de l’expression de l’hepcidine lors 
d’inflammation, via l’activation de la voie de signalisation BMP/SMAD dans l’hépatocyte, 
puisqu’une augmentation précoce de l’expression de l’activine B, suivie par l’induction 
d’Hamp avait été observée dans le foie de souris ayant reçu une injection de LPS [38].  
Néanmoins, nous n’avons pas pu reproduire ces résultats dans différents modèles d’infection 
ou d’inflammation stérile, ni en réponse au LPS chez une autre souche de souris (C57BL6 
vs. CD1). Ces nouveaux résultats semblent donc écarter l’hypothèse de départ, et pour 
confirmer ces observations, nous avons soumis des souris invalidées pour le gène codant 
l’activine B à des stimuli infectieux (LPS, E.coli).  
En parallèle, nous nous sommes également intéressés aux mécanismes impliqués dans 
l’induction de l’activine B ainsi qu’aux cellules qui la produisent, jusqu’ici très mal décrits. 
  1. Expression et régulation de l’activine B en réponse à l’inflammation 
Nos résultats sont en accord avec la littérature : l’expression de l’activine B est induite en 
réponse à l’inflammation ainsi que lors d’infections, dans le foie des souris ainsi que dans la 
rate [143, 168-171]. Cependant, aucune étude ce jour n’a décrit les cellules qui la produisent 
dans ces conditions, ni décrit les voies de régulation participant à son expression.  
Dans nos modèles, l’expression de l’activine B est augmentée dans plusieurs organes (le 
foie, la rate et le duodénum) en réponse à l’infection. Nous avons alors quantifié l’expression 
de l’activine B dans différents types cellulaires communs à ces organes (lymphocytes T, 
cellules dendritiques, macrophages, neutrophiles) ou spécifiques d’un organe particulier 
(cellules stellaires du foie, hépatocytes) en réponse au LPS.  
Nous n’avons pas détecté d’expression basale ni d’induction de l’activine B par PCRq dans 
ces types cellulaires en réponse à l’inflammation, suggérant l’implication d’autres cellules 
dans la sécrétion de l’activine B (résultats non montrés).  
Certaines études ont mis en évidence une induction de l’activine B in vitro dans les cellules 
endothéliales en réponse à l’hypoxie [215]. L’hypoxie est principalement médiée par l’action 
de facteurs HIF (Hypoxia Inducible Factor) sur les promoteurs des gènes cibles (comme 
l’EPO par exemple) [216]. En condition normoxique, ces facteurs sont dégradés via l’action 
d’enzymes (PHD, prolylhydroxylase et vHL, von Hippel Lindau) et ne peuvent pas agir sur 
leurs gènes cibles. En condition hypoxique, l’activité enzymatique de PHD et de vHL est 
inhibée, laissant les facteurs HIF intacts et capables d’agir sur leurs gènes cibles.  
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Pour vérifier cette hypothèse impliquant les cellules endothéliales, nous avons soumis des 
cellules endothéliales humaines (HUVEC) à une hypoxie, soit grâce à une chambre 
hypoxique (1% d’O2), soit grâce à un traitement par un chélateur de fer, le DFO 
(deferoxamine), qui permet la stabilisation chimique des facteurs HIF. Aucun de ces 
traitements n’a permis une induction de l’activine B, et nous n’avons donc pas réussi à 
reproduire les résultats décrits dans la littérature.  
Une induction de l’activine B a été observée en réponse à l’IL1B, dans des cellules d’anté-
hypophyse de rat [217]. Nous avons donc soumis des cellules endothéliales humaines 
(HUVEC) à un traitement par l’IL1B (doses de 50ng/ml et 100ng/ml), ainsi qu’au LPS (doses 
de 100ng/ml et 1µg/ml), mais aucune induction de l’activine B n’a été détectée dans ces 
conditions.   
Nous n’avons donc pas pu conclure sur les cellules à l’origine de la sécrétion d’activine B 

















  2. Régulation de l’hepcidine en absence d’activine B [article en 
soumission ; cf Annexes] 
Les résultats obtenus chez les souris C57BL/6 en réponse à différents stimuli infectieux et 
inflammatoire suggèrent que l’activine B n’est pas impliquée dans la régulation 
transcriptionnelle de l’hepcidine dans ces conditions.  Afin de confirmer ces observations et 
d’étudier l’implication de l’activine B dans l’induction de l’hepcidine in vivo, nous avons 
soumis des souris invalidées pour Inhbb-/- aux mêmes stimuli (LPS, E.coli).  
 Si l’activine B participe bien à l’induction de l’hepcidine via la phosphorylation des 
Smad1/5/8 dans l’hépatocyte, les souris Inhbb-/- devraient avoir une activation de cette voie 
de signalisation inhibée ainsi qu’une induction d’hepcidine altérée en réponse à l’infection, 
par rapport aux souris C57BL/6. 
 A l’inverse, si l’activine B ne régule pas la transcription de l’hepcidine, nous ne 
devrions pas observer de différences significatives dans la réponse des souris C57BL/6 et 
Inhbb-/-. 
 Réponse inflammatoire 
En réponse à E.coli, le développement de l’infection n’est pas altéré par l’absence d’activine 
B, puisqu’aucune différence n’a été observée dans la bactériémie sanguine entre les souris 
C57BL/6 et les souris Inhbb-/- (Figure 6).  
  
Figure 6. Comparaison de la bactériémie sanguine chez les 
souris C57BL/6 et les souris Inhbb
-/-
 infectées par E.coli.  
La charge bactérienne dans le sang pour chaque souris a été 
quantifiée par comptage sur gélose suite à l’étalement de 10µL 
de sang dilué ou non. Les résultats sont exprimés en Log10 et 
les moyennes de chaque groupe sont représentées. 
 
Suite à une injection de LPS (Figure 7A) ou à l’infection par E.coli (Figure 7B), les souris 
Inhbb-/- présentent une réponse inflammatoire similaire à celle observée chez les souris 
C57BL/6 avec une augmentation de l’expression des gènes codant des cytokines pro-
inflammatoires (Il6, Tnf, Il1b) ainsi que des gènes codant des protéines de phase aigues 
(Lcn2 et Saa3). L’activine B ne module donc pas l’expression de ces gènes au cours de la 
réponse inflammatoire chez l’hôte. Ces souris répondant normalement à l’infection, nous 
avons par la suite étudié l’activation de la voie Bmp/Smad dans leur foie, ainsi que 
l’expression d’Hamp. 





































































Figure 7. Comparaison des expressions relatives des gènes Il6, Il1b, Tnf, Saa3 et Lcn2 dans le foie total 
de souris C57BL/6 ou Inhbb
-/-
 en réponse au LPS (A) ou à l’infection par E.coli (B) par rapport aux souris 
contrôle. (A et B) L’expression des gènes Il6, Il1b, Tnf, Saa3 et Lcn2  dans le foie a été quantifiée par PCRq. 
Les ratios d’expression (2
-Ct) entre les souris infectées et non infectées sont montrés à chaque temps ainsi que 
l’intervalle de confiance à 95%. Lorsque l’intervalle de confiance croise la valeur 1, la différence entre par rapport 
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 Activation de la voie BMP/SMAD 
L’activine B est décrite pour activer à la fois la voie canonique SMAD2/3 et la voie alternative 
SMAD1/5/8 dans le foie.  Alors que pour activer la voie canonique, l’activine B interagit avec 
le récepteur de type I, ALK7, elle interagit avec les récepteurs de type I ALK2 et ALK3 pour 
activer la voie alternative et induire la transcription de l’hepcidine in vitro [155, 165]. Dans les 
deux cas, les récepteurs de type II impliqués dans les signalisations sont ACVR2A et 
ACVR2B. Au niveau basal, l’activation des voies Smad1/5/8 et Smad2/3 est similaire chez 
les souris C57BL/6 et les souris Inhbb-/-, montrant que l’activine B n’est pas impliquée dans 
l’activation de cette voie en condition non-inflammatoire.  
L’activation de la voie Bmp/Smad canonique (phosphorylation de Smad2) est inhibée chez 
les souris Inhbb-/- en réponse au LPS à 2h et à 4h, montrant que l’activine B est le seul 
ligand capable d’activer cette voie dans le foie, lors d’une inflammation (Figure 8A).  
De façon intéressante, l’activation de la voie alternative Smad1/5/8 in vivo est également 
altérée chez ces souris en réponse au LPS, confirmant nos résultats in vitro qui montrent la 
capacité de l’activine B à activer cette voie (Figure 8B) [38]. En effet, la phosphorylation de 
Smad5 observée après 4h de LPS chez les souris Inhbb-/- est plus faible que celle observée 
chez les souris C57BL/6. En réponse à E.coli, la phosphorylation de Smad5 est également 
altérée après 4h d’infection, par rapport au niveau observé chez les souris C57BL/6 (Figure 
8C), suggérant que l’activine B est également un ligand activateur de cette voie in vivo en 
réponse à l’infection. Ces résultats confirment donc que l’activine B capable d’activer à la fois 
sa voie canonique (Smad2/3) mais également sa voie alternative (Smad1/5/8) in vivo en 
réponse au LPS et à une infection par E.coli. 
 
 
Figure 8. Activation des Smad2 et 
Smad5 dans le foie total de souris 
C57BL/6 (B6) ou Inhbb
-/-
 injectées au 
LPS (A et B) ou infectées par E.coli 
(C).  
Les extraits protéiques ont été préparés à 
partir du foie de souris. Les formes 
phosphorylées et totales de Smad2 et 
Smad5, ainsi que la vinculine ont été 
détectées par Western Blot chez des 
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  Hepcidine 
Nous nous sommes ensuite intéressés à l’expression de l’hepcidine chez ces souris. La voie 
Smad1/5/8 étant altérée en absence d’activine B, notre hypothèse était que l’expression de 
l’hepcidine serait également altérée.  
De façon très surprenante, nos résultats montrent que le profil d’expression de l’hepcidine 
chez les souris Inhbb-/- est similaire à celui observé chez les souris C57BL/6, en réponse au 
LPS et à E.coli  (Figure 9A). On note cependant des intervalles de confiance à 95% 
importants chez les souris Inhbb-/- aux temps 2h et 16h (LPS) et 6h (E.coli), qui pourraient 
être diminués en augmentant les effectifs de souris. Ce résultat au niveau transcriptionnel 
corrèle avec la quantité d’hepcidine sérique, obtenue par dosage ELISA, qui ne montre 
aucune différence significative entre les souris C57BL/6 et les souris Inhbb-/-, après 4h de 












Figure 9. (A) Comparaison des expressions relatives du gène Hamp  dans le foie total de souris C57BL/6 
ou Inhbb
-/- 
en réponse au LPS ou à une infection par E.coli,  par rapport aux souris contrôle. (B) 
Quantification de l’hepcidine sérique en réponse au LPS.  
(A) L’expression du gène Hamp dans le foie a été quantifiée par PCRq. Les ratios d’expression (2
-Ct) entre les 
souris infectées et non infectées sont montrés à chaque temps ainsi que l’intervalle de confiance à 95%. Lorsque 
l’intervalle de confiance croise la valeur 1, la différence entre par rapport au groupe contrôle n’est pas 
significative.  (B) La quantité d’hepcidine a été dosée dans le sérum des souris par ELISA compétitif sur 3 souris 
par point. Les valeurs montrées sont des moyennes ± ET. Les effets des différentes stimulations sur les niveaux 
d’hepcidine sériques ont été évalués par un test ANOVA à un facteur, suivi d’une comparaison des moyennes 
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Nos résultats confirment donc que l’activine B est bien un ligand endogène de la voie 
Smad1/5/8 dans le foie mais qu’elle ne semble pas essentielle à l’induction de l’hepcidine 
dans ces modèles.  
L’ensemble de ces résultats suggère également que l’augmentation de la phosphorylation 
des Smad1/5/8 n’est pas nécessaire à l’induction de l’hepcidine lors de l’inflammation. En 
effet, on observe une forte induction de l’expression de l’hepcidine en absence de 
l’augmentation de la quantité de Smad phosphorylés, chez les souris Inhbb-/-.  
Nous nous sommes alors questionné sur l’importance des niveaux d’activation de la voie 
Bmp/Smad lors de l’inflammation pour l’induction de l’hepcidine. 
De façon intéressante, les données de la littérature décrivent une altération de l’induction de 
l’hepcidine chez des souris présentant un défaut d’activation de la voie Smad au niveau 
basal (Alk3-/-, Smad4-/-) en réponse à une injection d’Il6. Ces résultats suggèrent donc que le 
niveau d’activation basal de cette voie est essentiel à la réponse de l’hepcidine. 
Au vu de nos observations et des résultats de la littérature, nous avons alors émis 
l’hypothèse que ce n’est pas l’augmentation de la phosphorylation des Smad1/5/8 par 
l’inflammation qui est importante pour l’induction de l’hepcidine, mais le niveau d’activation 
basal de cette voie.  
Pour confirmer cette hypothèse, nous avons soumis à un stimulus infectieux des souris 
présentant une altération partielle de l’activation de la voie Smad1/5/8 au niveau basal, les 










  3. Effet de l’altération du niveau d’activation basal de la voie BMP/SMAD 
sur l’induction de l’hepcidine   
Notre modèle de souris Bmp6-/- est sous fond génétique CD1. Nous avons donc utilisé des 
souris contrôle du même fond génétique pour nos expériences. La quantité de Smad5 
phosphorylé au niveau basal dans le foie des souris Bmp6-/- est plus faible que chez les 
souris CD1 et, de façon cohérente, le niveau d’hepcidine basal chez ces souris est plus 
faible [152]. En réponse au LPS, l’activation de la voie STAT3 des souris Bmp6-/- est similaire 
à celle observée chez les souris CD1 (Figure 10A). 
 Activation de la voie BMP/SMAD 
L’expression du gène Inhbb n’est pas altérée par le déficit en Bmp6 ; elle est augmentée dès 
2h de stimulation par le LPS, dans le foie des souris Bmp6-/- (Figure 10B). Son expression 
maximale chez les souris CD1 et les souris Bmp6-/-est observée après 4h de stimulation, 
sans différence significative entre les deux lignées murines. En ce qui concerne la voie 
Bmp/Smad, on observe une forte quantité de Smad5 phosphorylé dans le foie après 4h de 
traitement, chez les souris CD1, ainsi que chez les souris Bmp6-/- (Figure 10C). 
Figure 10. Activation  des voies Stat3 (A) et Bmp/Smad (B) dans le foie des souris CD1 et Bmp6
-/-
 en 
réponse au LPS (B) Comparaison de l’expression relative du gène Inhbb dans le foie total de souris CD1 
ou Inhbb
-/- 
en réponse au LPS, par rapport aux souris contrôle. (A et B) Les extraits protéiques ont été 
préparés à partir du foie de souris (n=3). Les formes phosphorylées et totales de Stat3 et Smad5, ainsi que la 
vinculine ont été détectées par WB chez des souris CD1 et Bmp6
-/-
, en réponse au LPS. (B) L’expression du 
gène Inhbb dans le foie a été quantifiée par PCRq. Les ratios d’expression (2
-Ct) entre les souris traitées et non 
traitées sont montrés à chaque temps ainsi que l’intervalle de confiance à 95%. Lorsque l’intervalle de confiance 
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Si l’augmentation de la phosphorylation des Smad1/5/8 est vraiment importante pour 
l’induction de l’hepcidine, les souris Bmp6-/- devraient avoir une expression d’hepcidine 
similaire à celle des souris CD1, puisque le niveau de phosphorylation de Smad5 est 
équivalent entre les deux lignées après l’injection de LPS.  
 Réponse de l’hepcidine 
Nos résultats montrent une augmentation de l’expression d’Hamp dans le foie des souris 
Bmp6-/-, 2h et 4h après le traitement au LPS (Figure 11A). Toutefois, cette induction n’atteint 
pas le niveau d’expression observé chez les souris CD1.  
Nous avons confirmé ces résultats en mesurant la quantité d’hepcidine sérique par ELISA 
(Figure 11B). Après 4h de traitement au LPS, on observe une forte augmentation de la 
quantité d’hepcidine sérique chez les souris CD1 (de 500ng/ml à 1500ng/ml).  
Chez les souris Bmp6-/-, on observe une faible augmentation significative de la quantité 
d’hepcidine sérique mais cette augmentation est moins importante que chez les souris 
sauvages. 
En conclusion, malgré l’induction transcriptionnelle de Hamp, aucun impact sur la quantité 
d’hepcidine sérique n’a pu être observé chez les souris Bmp6-/-.  
 
Figure 11. Comparaison de l’expression du gène Hamp (A) dans le foie total de souris CD1 et Bmp6
-/-
 et 
quantification de l’hepcidine sérique (B) en réponse à l’infection par E.coli. 
(A) Des groupes de souris  ont été prélevés à différents temps puis l’expression du gène Hamp dans le foie a été 
quantifiée par PCRq. Le niveau de base entre les souris CD1 et Bmp6
-/-
 étant très différents, nous n’avons pas 
calculé l’expression relative par rapport aux contrôles. Les moyennes de chaque groupe sont exprimées en -dCt 
(± ET). (B) La quantité d’hepcidine a été dosée dans le sérum des souris C57BL/6 (B6) et  Bmp6
-/-
 par ELISA 
compétitif sur 3 souris par point. Les valeurs montrées sont des moyennes ± ET. Les effets des différentes 
stimulations sur les niveaux d’hepcidine ont été évalués par un test ANOVA à un facteur, suivi d’une comparaison 










B m p 6
- / -
C tl 0 ,5 h 1h 2h 4h
*
* * * *
* * * * * * * *
* * * *
H a m p













































C tl L P S  4 h
0
5 0 0
1 0 0 0
1 5 0 0
2 0 0 0
C D 1
B m p 6
- / -
* * * *





Ces résultats montrent, qu’en dépit d’une forte phosphorylation de l’effecteur Smad5 
observée par WB chez les souris Bmp6-/- en réponse au LPS, l’expression d’Hamp dans le 
foie est moins induite, en comparaison avec le niveau observé chez les souris CD1.  
Au niveau protéique, aucune augmentation significative de la quantité d’hepcidine n’est 
détectée dans le sérum des souris Bmp6-/- en réponse au LPS, alors qu’une forte quantité 
d’hepcidine est détectée dans le sérum des souris CD1 par ELISA. 
En conclusion, nous avons remarqué que l’induction d’Hamp et la quantité d’hepcidine 
sérique ne corrélait pas avec la quantité d’effecteur Smad5 phosphorylé en réponse au LPS : 
 - Chez les souris Inhbb-/-, l’injection de LPS provoque une forte induction d’Hamp 
dans le foie, similaire à celle observée chez les souris C57BL/6. Chez les souris Inhbb-/-, une 
grave altération de l’activation de la voie Smad1/5/8 a été observée en réponse au LPS 
puisque les quantités des formes phosphorylées de Smad5 détectées chez les souris Inhbb-/- 
sont plus faibles que chez les souris C57BL/6. Ces observations montrent donc que la 
régulation transcriptionnelle de l’hepcidine au cours de l’inflammation ne dépend pas de 
l’augmentation de la phosphorylation de l’effecteur Smad5. 
 - A l’inverse, chez les souris Bmp6-/-, la quantité de Smad5 phosphorylé après la 
stimulation au LPS est similaire à celle observée chez les souris CD1. Cependant, le niveau 
d’hepcidine (transcriptionnel et protéique) est plus faible chez les souris Bmp6-/-. 
Il n’y a donc aucune corrélation entre l’induction d’Hamp et la quantité de Smad5 
phosphorylé en réponse au LPS. Cependant, il est intéressant de noter qu’une altération du 
niveau de base de l’activation de la voie Smad1/5/8, comme observé chez les souris Bmp6-/-, 
empêche une induction totale de l’expression d’Hamp en réponse au LPS. 
Dans tous nos modèles infectieux, l’expression de l’hepcidine est induite dans le foie des 
souris et nos résultats montrent que ce n’est pas l’augmentation de la phosphorylation des 
Smad1/5/8 qui en est la cause.  
De nombreuses études ont montré l’importance de l’activation de la voie STAT3, et de son 
ligand IL6, dans l’induction de l’hepcidine lors d’inflammations [36, 38, 126, 129, 134, 137]. 
Dans nos modèles, l’expression de l’Il6 est toujours augmentée, suggérant que la voie 
STAT3 est activée et qu’elle pourrait participer à l’induction de l’expression de l’hepcidine.  
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Pour confirmer cette hypothèse, nous avons utilisé des souris invalidées pour le gène Il6 et 
avons étudié l’expression de l’hepcidine en réponse au LPS et à l’infection par E.coli pour 
conclure sur les mécanismes impliqués dans la régulation transcriptionnelle de l’hepcidine 




 III. Rôle de l’IL6 dans la modulation de l’homéostasie du fer de l’hôte en 
condition inflammatoire et infectieuse 
Pour étudier le rôle et l’importance de l’IL6 dans nos modèles infectieux, nous avons utilisé 
des souris génétiquement modifiées, invalidées pour le gène codant l’Il6. Nous avons 
comparé les réponses inflammatoires entre les souris C57BL/6 et  les souris Il6-/- dans nos 
différents modèles, ainsi que l’activation de la voie de signalisation STAT3 et son impact sur 
l’expression de l’hepcidine. 
  1. Participation de l’IL6 dans l’induction de l’hepcidine en réponse au 
LPS 
Certaines études ont montré que l’absence d’Il6 entrainait une grave altération des niveaux 
d’hepcidine en réponse à l’inflammation [129, 134]. Contrairement à ces études, les résultats 
publiés par l’équipe en 2012 ont montré qu’en réponse au LPS, les souris Il6-/- présentent 
une induction normale de l’hepcidine, sans différence significative avec les souris C57BL/6, 
suggérant que dans ce modèle, l’induction de l’hepcidine ne dépend pas uniquement de 
l’action de l’Il6 [38]. De plus, 4 heures après l’injection du LPS, le niveau de phosphorylation 
de Stat3 est très diminué chez les souris Il6-/-, suggérant que cette voie n’est pas impliquée 
dans l’induction de l’hepcidine en réponse au LPS.  
Nous avons réalisé une cinétique de stimulation chez des souris Il6-/- en réponse au LPS et 
évalué l’activation de la voie Stat3 au cours du temps, afin de préciser et de confirmer nos 
précédents résultats. 
 Réponse inflammatoire 
◦ Nos résultats montrent que la réponse inflammatoire en réponse au LPS est similaire chez 
les souris C57BL/6 et les souris Il6-/- (mise à part l’absence d’Il6); l’expression des gènes Tnf 
et Il1b est augmentée, dès 30 minutes de stimulation avec le LPS et leur expression est 
maximale après 1h de stimulation, puis diminue progressivement tout au long de la cinétique 
(Figure 12). L’expression des gènes codant les protéines de phase aigue de l’inflammation, 




Figure 12. Comparaison des expressions relatives des gènes Tnf, Il1b, Saa3 et Lcn2 dans le foie total de 
souris C57BL/6 ou Il6
-/-
 en réponse au LPS par rapport aux souris contrôle. 
L’expression des gènes Tnf, Il1b, Saa3 et Lcn2 dans le foie a été quantifiée par PCRq. Les ratios d’expression (2
-
Ct) entre les souris traitées et non traitées sont montrés à chaque temps ainsi que l’intervalle de confiance à 
95%. Lorsque l’intervalle de confiance croise la valeur 1, la différence entre par rapport au groupe contrôle n’est 
pas significative. Les différences significatives entre les souris C57BL/6 et Il6
-/-
 d’un même temps sont indiquées  
 
Nous avons par la suite évalué l’expression de l’hepcidine dans ce modèle, afin de 
déterminer si la présence de l’Il6 est requise ou non pour son induction.  
 Hepcidine 
Nos résultats montrent que l’absence d’Il6 n’altère pas le niveau d’expression basal 
transcriptionnel de l’hepcidine dans le foie. En réponse au LPS, l’hepcidine est normalement 
induite de la même façon dans le foie des souris C57BL/6 et les souris Il6-/-, confirmant nos 
résultats publiés (Figure 13A).  
On remarque également une expression d’Hamp plus élevée à 8h chez les souris Il6-/-, par 
rapport aux souris C57BL/6. Ce maintien d’expression pourrait être du à une accumulation 
de l’ARNm d’Hamp, à une augmentation de sa stabilité ou une diminution de sa dégradation 
chez les souris Il6-/-, mais nous n’avons actuellement pas d’explication. A partir de 15h de 
stimulation au LPS, l’expression d’Hamp n’est plus induite dans le foie des souris C57BL/6 et 
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Figure 13. Comparaison de l’expression relative du gène Hamp (A) dans le foie total de souris C57BL/6 et 
Il6
-/-
 par rapport aux souris contrôle et (B) quantification de l’hepcidine sérique en réponse au LPS.   
(A) L’expression du gène Hamp dans le foie a été quantifiée par PCRq. Les ratios d’expression (2
-Ct
) entre les 
souris traitées et non traitées sont montrés à chaque temps ainsi que l’intervalle de confiance à 95%. Lorsque 
l’intervalle de confiance croise la valeur 1, la différence entre par rapport au groupe contrôle n’est pas 
significative.  (B) La quantité d’hepcidine a été dosée dans le sérum des souris par ELISA compétitif sur au moins 
4 souris. Les valeurs montrées sont des moyennes ± ET. Les effets des différentes stimulations ont été évalués 
par un test ANOVA, suivi d’une comparaison des moyennes (test de Tukey). ** : p<0.01 ; *** p<0.001  
 
Les résultats obtenus par ELISA confirment qu’il n’y a pas d’altération du niveau basal 
d’hepcidine sérique (Figure 13B). On peut également observer une augmentation 
significative de la quantité d’hepcidine dans le sérum à partir de 4h de stimulation avec le 
LPS, ce qui corrèle avec la transcription d’Hamp, chez les souris C57BL/6 et les souris Il6-/-. 
Après 8h de stimulation au LPS, on remarque que la quantité d’hepcidine sérique présente 
chez les souris Il6-/- corrèle avec le niveau transcriptionnel de Hamp détecté par PCRq.  
Ces résultats confirment que l’absence d’Il6 n’empêche pas l’induction d’Hamp en réponse 
au LPS, que ce soit au niveau transcriptionnel, comme publié par l’équipe, mais également 
au niveau protéique.  
La voie Stat3 étant décrite pour participer à l’induction de l’hepcidine, nous avons vérifié 
l’état d’activation de cette voie. Pour cela, nous avons détecté la phosphorylation de Stat3 
dans le foie des souris par WB et nous l’avons également localisé dans les cellules du foie, 
grâce à des marquages immunohistochimiques (IHC). Nous avons également comparé le 
profil d’expression d’Hamp avec celui d’un gène décrit pour être une cible directe de Stat3, 
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 Signalisation de STAT3 
 Dès 30 minutes de stimulation au LPS, les résultats du WB montrent que la voie de 
signalisation Stat3 est activée dans le foie des souris C57BL/6 alors qu’aucune activation 
n’est observée chez les souris Il6-/- (Figure 14A).  
 Après 1h de stimulation, une phosphorylation très importante est détectée par WB 
chez les souris C57BL/6. Chez les souris Il6-/-, la voie Stat3 commence à être activée à 1h 
dans le foie, mais l’intensité de phosphorylation détectée chez ces souris est plus faible que 
celle détectée dans le foie des souris C57BL/6. Grâce aux marquages IHC, nous avons pu 
localiser la forme phosphorylée de Stat3 dans le foie des souris (Figure 14B). Alors qu’on 
observe un marquage des noyaux des hépatocytes et des macrophages dans le foie des 
souris C57BL/6 après 1h de stimulation, seuls les macrophages sont marqués dans le foie 
des souris Il6-/-. 
Figure 14. Activation de la voie Stat3 dans des extraits de foie total de souris C57BL/6 (B6) et Il6
-/-
 en 
réponse au LPS (A) et localisation tissulaire de la phosphorylation de Stat3 (B). (A) Des extraits protéiques 
ont été préparés à partir du foie de souris (n=2, répété deux fois). Les formes phosphorylée et totale de Stat3, 
ainsi que la vinculine ont été détectées par Western Blot chez des souris C57BL/6 (B6) et Il6
-/-
, en réponse au 
LPS, après différents temps de stimulation. (B) Un marquage immunohistochimique pour localiser la forme 
phosphorylée de Stat3 a été réalisé sur des coupes de foie de souris C57BL/6 ou Il6
-/-
, après différents temps de 
stimulation au LPS. 
 Signalisation de STAT3 
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 La voie Stat3 est encore très activée après 2h de stimulation chez les souris C57BL/6 
puisque l’intensité de phosphorylation détectée par WB chez ces souris est similaire à celle 
observée après 1h de traitement. Chez les souris Il6-/-, la quantité de Stat3 phosphorylé 
après 2h de LPS détectée par WB est plus importante qu’à 1h, mais l’intensité de 
phosphorylation est plus faible que chez les souris C57BL/6. Les marquages IHC montrent 
une localisation nucléaire de la forme phosphorylée de Stat3 dans les hépatocytes et les 
macrophages, à la fois chez les souris C57BL6 mais aussi chez les souris Il6-/-.  
 Après 4h de stimulation, le WB montre que la voie Stat3 semble moins activée qu’au 
temps 2h, dans le foie des souris C57BL/6 et des souris Il6-/-, puisque la quantité de forme 
phosphorylée détectée est plus faible. Le WB montre également une même intensité de 
phosphorylation chez les souris C57BL/6 et des souris Il6-/-, suggérant que l’activation de la 
voie Stat3 est similaire à ce temps chez ces souris. Les marquages IHC montrent une 
localisation nucléaire de la forme phosphorylée de Stat3 dans les hépatocytes et les 
macrophages, à la fois chez les souris C57BL6 mais aussi chez les souris Il6-/-. 
L’Il6 n’est donc pas la seule cytokine à pouvoir activer la voie de signalisation Stat3 dans 
l’hépatocyte, puisque cette voie est activée dans les hépatocytes des souris Il6-/- à partir de 
2h. Néanmoins, l’Il6 est responsable de son activation au temps 1h, et l’absence d’Il6 n’est 
pas compensée par l’action d’une autre cytokine à ce temps. 
Nos observations montrent donc que, malgré l’altération de l’activation de la voie Stat3 dans 
les hépatocytes chez les souris Il6-/-, l’induction d’Hamp chez ces souris est similaire à celle 
observée chez les souris C57BL/6. Il semblerait donc que cette voie de signalisation ne soit 
pas déterminante pour la régulation transcriptionnelle de l’hepcidine en réponse au LPS, et 
qu’une autre voie de signalisation soit impliquée. 
Pour confirmer que l’expression de l’hepcidine dans ce modèle n’était pas dépendante de la 
voie de signalisation Stat3, nous avons comparé son profil d’expression avec celui d’un gène 
décrit comme étant une cible directe de Stat3, Socs3 [218, 219].  
SOCS3 est une protéine capable d’inhiber la signalisation de l’IL6, en se liant à GP130, une 
sous unité du récepteur de l’IL6 [219, 220]. Ainsi, lors d’une inflammation, SOCS3 empêche 
le maintien de l’activation de la voie STAT3 par l’IL6 et seule une activation précoce 
















Figure 15.Comparaison de l’expression relative du gène Socs3 dans le foie total de souris C57BL/6 ou de 
souris Il6
-/-
 en réponse au LPS par rapport aux souris contrôle.  
L’expression du gène Socs3 dans le foie a été quantifiée par PCRq. Les ratios d’expression (2
-Ct) entre les 
souris traitées et non traitées sont montrés à chaque temps ainsi que l’intervalle de confiance à 95%. Lorsque 
l’intervalle de confiance croise la valeur 1, la différence entre par rapport au groupe contrôle n’est pas 
significative. Les différences significatives entre les souris C57BL/6 et Il6
-/-
 d’un même temps sont indiquées (* : 
p<0.05 ; **** : p<0.0001). 
En réponse au LPS, l’expression de Socs3 est induite de façon significative dès 1h, dans le 
foie des souris C57BL6 et des souris Il6-/- (Figure 15). On remarque cependant que 
l’expression de Socs3 est plus faible à 1h chez les souris invalidées pour le gène Il6, par 
rapport au niveau observé chez les souris sauvages. Cette observation corrèle avec la 
différence de localisation de la forme phosphorylée de Stat3 observée entre les deux lignées 
murines à ce temps : macrophagique et hépatocytaire chez les souris C57BL/6 alors que le 
marquage est seulement macrophagique chez les souris Il6-/-. 
 Après 2h de traitement, des niveaux similaires de Socs3 sont détectés dans le foie 
des deux lignées de souris, et correspondent au début du marquage hépatocytaire chez les 
souris Il6-/-. Bien qu’aucune différence significative dans l’expression de Socs3 entre les 
souris C57BL/6 et les souris Il6-/- ne soit observée à ce temps, les résultats de WB montrent 
que la voie Stat3 semble moins activée chez les souris Il6-/-.  
 Aux temps tardifs, l’expression de Socs3 reste toujours plus élevée chez les souris 
C57BL/6, par rapport aux souris Il6-/-. A partir de 8h de traitement, l’expression de Socs3 
diminue mais reste tout de même élevée dans les foies des deux lignées murines, bien que 
la voie Stat3 ne soit quasiment plus activée (résultat non montré). Cela peut notamment 
s’expliquer par des régulations supplémentaires, décrites pour stabiliser l’ARNm de Socs3, 
par exemple via l’action du TNF sur la voie MAPK kinase 6 (MKK6)/p38MAPK) ou via la voie 
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L’altération de l’expression de Socs3 chez les souris Il6-/- confirme bien l’altération de 
l’activation de la voie de signalisation Stat3. De plus, la comparaison de son profil 
d’expression avec celui de l’hepcidine montre un décalage important de la cinétique dans les 
temps où l’induction de ces gènes est maximale. Si l’hepcidine était un gène cible directe de 
Stat3, comme décrit in vitro, on peut supposer que son profil d’expression serait proche de 
celui de Socs3. 
 Conclusion 
Plusieurs études ont montré une réponse atténuée de l’hepcidine chez des souris invalidées 
pour le gène Il6, en réponse à différents stimulis (LPS, bactéries)  [129, 134]. Nos résultats 
montrent l’inverse, puisque l’induction d’Hamp dans le foie des souris Il6-/- est similaire à 
celle observée chez les souris C57BL/6 en réponse au LPS.  
Ces résultats suggèrent donc qu’en réponse au LPS, l’Il6 et la voie Stat3 ne sont pas 
indispensables à l’induction de l’hepcidine et qu’une autre voie est responsable de l’induction 
d’Hamp. Afin de vérifier cette hypothèse et de comprendre les différences avec les résultats 
de la littérature, nous avons évalué la réponse des souris Il6-/- lors d’une infection par E.coli, 















  2. Participation de l’IL6 dans l’induction de l’hepcidine en réponse à 
l’infection par Escherichia coli 
De la même façon que pour les souris C57BL/6, la réponse inflammatoire des souris Il6-/- 
infectées par E.coli a été suivie par la quantification de l’expression de différents gènes pro-
inflammatoires dans le foie mais aussi par la quantification de la charge bactérienne dans le 
sang des souris.  
 Réponse inflammatoire 
Nous avons tout d’abord vérifié que le déficit en Il6 n’impactait pas la bactériémie sanguine 
des souris suite à l’infection par E.coli, ni leur survie (Figure 16). 
 
Figure 16. Comparaison de la 
bactériémie sanguine chez les 
souris C57BL/6 et Il6
-/-
 infectées 
par E.coli.  
La charge bactérienne dans le 
sang pour chaque souris a été 
quantifiée par comptage sur gélose 
suite à l’étalement de 10µL de 
sang dilué ou non. Les résultats 
sont exprimés en Log10 et les 
moyennes de chaque groupe sont 
représentées. 
 
◦ Nous n’avons trouvé aucune différence significative dans l’expression des différents gènes 
codant des cytokines pro-inflammatoires (Tnf, Il1b), ni dans l’expression des gènes Saa3 et 
Lcn2 entre les souris C57BL/6 et les souris Il6-/-, montrant que le déficit en Il6 n’impacte pas 
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Figure 17. Comparaison des expressions relatives des gènes Tnf, Il1b, Saa3 et Lcn2 dans le foie total de 
souris C57BL/6 ou Il6
-/-
 en réponse à l’infection par E.coli par rapport aux souris contrôle.  
L’expression des gènes Tnf, Il1b, Saa3 et Lcn2 dans le foie a été quantifiée par PCRq. Les ratios d’expression (2
-
Ct) entre les souris infectées et non infectées sont montrés à chaque temps ainsi que l’intervalle de confiance à 
95%. Lorsque l’intervalle de confiance croise la valeur 1, la différence entre par rapport au groupe contrôle n’est 
pas significative. Les différences significatives entre les souris C57BL/6 et Il6
-/-
 d’un même temps sont indiquées 
(* : p<0.05 ; **** : p<0.0001). 
◦ Récemment, une étude a proposé que l’expression de Lcn2 soit régulée par l’Il6 en 
réponse à l’infection par Klesbsiella pneumoniae ou Escherichia coli [225]. Nos résultats 
montrent le contraire, et ont été publiés en réponse à cette étude [226]. Les résultats sont 
présentés dans la section IV de la partie Résultats (« Implication de l’IL6 dans la régulation 
transcriptionnelle de la lipocaline-2 ») 
 Hepcidine 
◦ En réponse au LPS, nos résultats montrent que l’induction de l’hepcidine semble 
indépendante de l’action de l’Il6.  
En revanche lors de l’infection par E.coli, alors que l’expression de l’hepcidine commence à 
augmenter 2h post-infection chez les souris C57BL/6, elle n’est pas augmentée en absence 
d’Il6 au même temps (Figure 18A). Le pic d’expression maximal est atteint après 4h 
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chez ces dernières. A 8h d’infection, l’expression de l’hepcidine est diminuée dans le foie 
des deux lignées de souris mais il n’y a plus d’induction significative d’Hamp chez les souris 
Il6-/-. De 16h à 20h d’infection, le niveau d’expression de l’hepcidine reste stable chez les 
C57BL/6 et chez les souris Il6-/-. Enfin, après 28h d’infection, l’expression d’Hamp reste 
stable chez les souris C57BL/6 et semble de nouveau induite chez les souris Il6-/-.  Aucune 
différence significative n’est observée entre les deux lignées de souris à ce temps. 
Suite à l’infection, le niveau d’hepcidine protéique corrèle avec la transcription puisqu’un pic 
d’expression dans le sérum est observé 4h post-infection chez les souris C57BL/6 et les 
souris Il6-/- (Figure 18B). Néanmoins, comme observé pour la transcription, le sérum des 
souris Il6-/- contient moins d’hepcidine (500 ng/ml) en comparaison aux souris C57BL/6 du 
même temps (1000ng/ml). A 6h et 8h d’infection, le niveau d’hepcidine sérique chez les 
souris Il6-/- est toujours plus faible que celui observé chez les souris C57BL/6, et corrèle avec 
les niveaux transcriptionnels. En effet, même si aucune différence significative pour Hamp 
n’est observée à 6h entre les souris C57BL/6 et les souris Il6-/-, le graphe montre une 
tendance à des valeurs plus faibles.  
 
 
Figure 18. Comparaison de l’expression relative du gène Hamp (A) dans le foie total de souris C57BL/6 et 
Il6
-/-
 par rapport aux souris contrôle et (B) quantification de l’hepcidine sérique en réponse à E.coli.   
(A) L’expression du gène Hamp dans le foie a été quantifiée par PCRq. Les ratios d’expression (2
-Ct) entre les 
souris infectées et non infectées sont montrés à chaque temps ainsi que l’intervalle de confiance à 95%. Lorsque 
l’intervalle de confiance croise la valeur 1, la différence entre par rapport au groupe contrôle n’est pas 
significative.  (B) La quantité d’hepcidine a été dosée dans le sérum des souris par ELISA compétitif sur au moins 
5 souris. Les valeurs montrées sont des moyennes ± ET. Les effets des différentes stimulations sur les niveaux 
d’hepcidine sériques ont été évalués par un test ANOVA à un facteur, suivi d’une comparaison des moyennes 
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En réponse au LPS, la cinétique d’expression d’Hamp ne corrélait pas avec l’altération de 
l’activation de la voie de signalisation Stat3, ni avec l’expression de Socs3, suggérant que 
cette voie n’était pas indispensable à la régulation de l’hepcidine et qu’une autre voie de 
signalisation était impliquée dans cette induction.  
Cependant, en réponse à E.coli, le fait que l’expression de l’hepcidine soit altérée en 
absence d’Il6 suggère que cette cytokine est importante lors d’une infection bactérienne, 
lorsque des facteurs bactériens, autres que le LPS, sont présents.  
Comme pour le modèle LPS, nous nous sommes intéressés à l’activation de la voie de 
signalisation Stat3 dans le foie en réponse à l’infection par E.coli. Nous avons d’abord 
comparé le profil d’expression d’Hamp avec Socs3, cible transcriptionnelle directe de Stat3. 
Puis nous avons quantifié et localisé la phosphorylation de ce facteur de transcription dans le 
foie des souris par WB et grâce à des marquages immunohistochimiques.  
   
 Signalisation de STAT3 
Nos résultats montrent que l’expression de Socs3 chez les souris Il6-/- est altérée en réponse 
à E.coli (Figure 19).  
 Une induction significative est observée à partir d’1h d’infection, chez les souris 
C57BL/6 et les souris Il6-/-. Cependant, alors que l’induction est maximale chez les souris 
C57BL/6 après 1h, elle n’est que partielle chez les souris Il6-/-, suggérant un défaut 











Figure 19.Comparaison de l’expression relative du gène Socs3 dans le foie total de souris C57BL/6 ou Il6
-
/-
 en réponse à l’infection par E.coli par rapport aux souris contrôle. L’expression du gène Socs3 dans le foie 
a été quantifiée par PCRq. Les ratios d’expression (2
-Ct) entre les souris infectées et non infectées sont montrés 
à chaque temps ainsi que l’intervalle de confiance à 95%. Lorsque l’intervalle de confiance croise la valeur 1, la 
différence entre par rapport au groupe contrôle n’est pas significative. Les différences significatives entre les 
souris C57BL/6 et Il6
-/-
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 Après 2h d’infection, l’expression de Socs3 est similaire dans le foie des souris 
C57BL/6 et des souris Il6-/-. En se basant sur les observations faites dans le modèle LPS, ce 
résultat suggère que la voie Stat3 commence à être activée dans les hépatocytes des souris 
Il6-/- à ce temps. L’expression de Socs3 est ensuite maintenue chez les souris C57BL/6 alors 
qu’elle est diminuée mais toujours induite chez les souris Il6-/- jusqu’à 28h d’infection. Chez 
les souris Il6-/-, l’expression de Socs3 est diminuée à partir de 4h, par rapport aux souris 
C57BL/6, ce qui suggère une baisse du niveau d’activation de la voie Stat3.  
Au vu de l’expression de Socs3, la voie Stat3 semble donc également altérée en réponse à 
E.coli, chez les souris Il6-/-, comme en réponse au LPS. Pour confirmer ce résultat, nous 
avons quantifié et localisé la forme phosphorylée de Stat3 dans le foie des souris en réponse 
à l’infection, par WB et grâce à des marquages d’IHC. 
 Les résultats obtenus par WB montrent que l’infection des souris C57BL/6 par E.coli 
induit rapidement la phosphorylation de Stat3, avec un état maximal d’activation 1h post-
infection (Figure 20A). Chez les souris Il6-/-, après 1h d’infection, le WB n’a pas permis de 
détecter la forme phosphorylée de Stat3. Nous avons également localisé phospho-Stat3 par 
IHC dans le foie des souris (Figure 20B). Après 1h d’infection, la forme phosphorylée de 
Stat3 chez les souris C57BL/6 est détectée à la fois dans le noyau des hépatocytes et des 
macrophages. Par contre, chez les souris Il6-/-, on observe un marquage exclusivement 
macrophagique de phospho-Stat3. Les macrophages du foie ne représentant que 5 à 10% 
des cellules du foie, la quantité de phospho-Stat3 est difficilement détectable par WB lorsque 
seules ces cellules sont marquées.  
 Après 2h de stimulation, l’activité de la voie Stat3 commence à diminuer chez les 
souris C57BL/6, au vu de la baisse de la quantité de Stat3 phosphorylé détectée par WB. 
Chez les souris Il6-/-, on détecte une la forme phosphorylée de Stat3 après 2h d’infection par 
WB, mais le signal est toujours plus faible que chez les souris C57BL/6. Grâce aux 
marquages IHC, nous avons pu observer que la forme phosphorylée de Stat3 était localisée 
à la fois dans les noyaux des macrophages ainsi que dans les noyaux des hépatocytes, chez 
les souris C57BL/6 et les souris Il6-/-.  
 Au temps 4h, l’activation de la voie Stat3 est faible par rapport aux temps précédents, 
chez les souris C57BL/6 et les souris Il6-/-. Le marquage IHC montre que la forme 
phosphorylée de Stat3 est toujours détectée dans les noyaux des macrophages et des 
hépatocytes chez les souris C57BL/6. Par contre, il n’y a plus de marquage hépatocytaire 
chez les souris Il6-/- à ce temps, mais uniquement un marquage macrophagique. 
100 
 
 Aux temps 8h, 16h et 28h, l’activation de la voie Stat3 continue à diminuer 
progressivement chez les souris C57BL/6, et plus aucune détection de la forme 
phosphorylée de Stat3 n’est observée chez les souris Il6-/-. 
 
  
Figure 20. Activation de la voie Stat3 dans des extraits de foie total de souris C57BL/6 et Il6
-/-
 en réponse à 
E.coli (A) et localisation tissulaire de la phosphorylation de Stat3 (B).  
(A) Des extraits protéiques ont été préparés à partir du foie de souris (n=2, répété deux fois). Les formes 
phosphorylée et totale de Stat3, ainsi que la vinculine ont été détectées par Western Blot chez des souris 
C57BL/6 et Il6
-/-
, en réponse à une infection par E.coli. (B) Un marquage immunohistochimique pour localiser la 
forme phosphorylée de Stat3 a été réalisé sur des coupes de foie de souris C57BL/6 ou Il6
-/-
, après différents 
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En réponse à E.coli, l’activation de la voie Stat3 est donc altérée chez les souris Il6-/-. Cela 
semble impacter l’expression de l’hepcidine puisque son induction est atténuée chez ces 
souris. L’utilisation de ce modèle bactérien suggère donc la participation de l’Il6 dans la 
régulation transcriptionnelle d’Hamp, contrairement au modèle LPS.  
Cette différence de réponse pourrait être causée par la présence de nombreux motifs 
pathogéniques à la surface de la bactérie, autres que le LPS. L’Il6 pourrait, par exemple, être 
importante pour le maintien de l’expression d’Hamp lorsque ces motifs sont présents.  
Nos résultats suggèrent également l’implication d’autres cytokines dans l’activation de la voie 
de signalisation STAT3 puisqu’après 2 heures d’infection par E.coli, Stat3 est phosphorylé 
dans les hépatocytes des souris Il6-/-. Nous avions obtenu le même résultat avec le modèle 
LPS, puisque la forme phosphorylée de Stat3 avait été détectée et localisée dans les 
hépatocytes des souris Il6-/- à partir de 2h de LPS (Figure 14). Cette ou ces cytokine(s) 
pourrai(en)t donc avoir un rôle dans l’expression de l’hepcidine chez ces souris, et expliquer 
la faible augmentation observée à 4h post-infection chez les souris Il6-/-.  
 
◦ Dans l’hépatocyte, la voie Stat3 peut être activée par de nombreuses cytokines autres que 
l’Il6, dont l’oncostatine-M (Osm), le leukemia inhibitory factor (Lif), la cardiotrophine-1 (Ctf-1), 
l’IL-11 (Il11) ou l’IL-22 (Il22) [227]. Nous avons donc évalué les niveaux d’expression de 
certains de ces gènes par PCRq dans le foie et la rate des souris infectées, dans le but  
d’expliquer l’activation transitoire de la voie Stat3 à 2h dans les hépatocytes des souris Il6-/-.  
 
 
Figure 21. Comparaison des expressions relatives des gènes Il22, Lif et Osm, dans la rate de souris 
C57BL/6 et Il6
-/-
 en réponse à l’infection par E.coli par rapport aux souris contrôle. L’expression des gènes 
Il22, Lif et Osm dans la rate a été quantifiée par PCRq. Les ratios d’expression (2
-Ct) entre les souris infectées 
et non infectées sont montrés à chaque temps ainsi que l’intervalle de confiance à 95%. Lorsque l’intervalle de 
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Les gènes Osm, Lif et Il22 ne sont pas exprimés au niveau basal dans le foie et leur 
expression dans cet organe n’est pas induite par l’infection chez les deux lignées de souris 
(résultats non montrés).  
Dans la rate, ces gènes sont exprimés au niveau basal. En réponse à l’infection par E.coli, 
l’expression de l’Il22 est induite dès 2h, et reste élevée jusqu’à 4h d’infection puis diminue, 
de la même manière, chez les souris C57BL/6 et les souris Il6-/- (Figure 21). En ce qui 
concerne Lif, son expression est induite plus précocement, 1h post-infection, et reste stable 
jusqu’à 4h puis diminue. Enfin, nous n’avons pas détecté d’augmentation significative de 
l’expression d’Osm dans la rate des souris C57BL/6 en réponse à E.coli. Par contre, 
l’expression d’Osm est induite dans la rate des souris Il6-/-, après 4h et 16h d’infection. Nous 
n’avons pas d’explication quant à l’induction d’Osm observée exclusivement chez les souris 
Il6-/-, mais le profil d’expression de ce gène ne corrèle pas non plus à la cinétique d’activation 
de Stat3 chez ces souris. 
Parmi les cytokines auxquelles nous nous sommes intéressés, aucune ne peut donc 
expliquer la faible activation de la voie Stat3 chez les souris Il6-/- observée à 2h, puisqu’elles 
ne sont exprimées seulement à ce temps (Il22, Lif) ou pas du tout exprimée (Osm). Il serait 
donc intéressant d’évaluer l’expression d’autres cytokines décrites pour activer la voie de 
signalisation Stat3 dans l’hépatocyte. De plus, il serait également instructif d’évaluer 
l’expression des récepteurs impliqués dans l’activation de la voie Stat3 dans l’hépatocyte, 
puisque l’augmentation de la quantité de récepteur présent à la surface d’une cellule peut 
suffire à activer une voie de signalisation, sans qu’il n’y ait d’induction d’un ligand. Certaines 
études ont en effet mis en évidence une activation de la voie Stat3, non pas par une 
augmentation de ligand (Il22, Osm) mais via l’augmentation de l’expression d’une sous-unité 
de leur récepteur dans certaines conditions (Il10r2, Lifrb) [228, 229]. 
 Conclusion 
L’Il6 semble donc participer  à la régulation de l’hepcidine en réponse à l’infection par E.coli. 
Ce résultat contraste avec ceux obtenus dans le modèle LPS, où l’induction de l’hepcidine 
chez les souris Il6-/- est similaire à celle observée chez les souris C57BL/6 alors que 
l’activation de la voie Stat3 est altérée. Nous pensons qu’une autre voie de signalisation est 
impliquée dans l’induction de l’hepcidine en réponse à l’inflammation, indépendante de 
l’action de l’IL6, et que cette voie est activée en réponse au LPS, ainsi qu’en réponse à 
E.coli. 
L’implication d’autres motifs pathogéniques présents à la surface de la bactérie (antigènes 
flagellaires, antigènes de surface ou d'enveloppe) pourraient expliquer les différences entre 
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ces deux modèles infectieux, et la différence de réponse observée chez l’hôte. Une étude 
intéressante a d’ailleurs mis en évidence l’existence d’un mécanisme de répression de 
l’hepcidine par contact direct avec des bactéries dans un modèle d’infection du tractus 
urinaire [214]. L’infection par une souche uropathogénique d’E.coli provoque une diminution 
de l’expression de l’hepcidine dans les reins des souris infectées, via la diminution de 
l’activation de la voie Smad1/5/8, après un contact direct entre la cellule et la bactérie. Cette 
répression serait causée par des molécules présentes à la surface de la bactérie, dont la 
structure est similaire à l’héparine, inhibiteur de l’expression de l’hepcidine via la répression 
de la voie Smad1/5/8 [230, 231].  
Ce type de mécanisme pourrait donc expliquer les différences entre notre modèle LPS et 
notre modèle bactérien, et expliquer pourquoi l’IL6 est importante pour le maintien de 
l’expression d’Hamp dans un modèle mais pas dans l’autre. 
Enfin, même si l’altération de l’activation de la voie Stat3 semble impacter les niveaux 
d’hepcidine en réponse à l’infection par E.coli, la cinétique de l’activation hépatocytaire de 
Stat3 est très précoce (maximale à 1h d’infection) et ne corrèle pas avec le pic d’induction de 
l’hepcidine à 4h, observé chez les souris C57BL/6 et les souris Il6-/-. De plus, cette hypothèse 
est appuyée par le fait que Socs3 soit une cible transcriptionnelle directe de la voie Stat3 et 
que son profil d’expression dans le foie en réponse à E.coli est différent du profil 
d’expression de Hamp [219].  
S’il est confirmé que la voie STAT3 agit bien sur l’expression de l’hepcidine, ce résultat 
suggère une action probablement indirecte de STAT3 sur l’hepcidine en réponse à E.coli. Il 
est également possible que l’action de l’IL6 soit indépendante de STAT3, et implique 
d’autres voies de signalisation lors de l’inflammation dans la réponse de l’hepcidine.  
L’expression de l’hepcidine est décrite dans la littérature pour être directement modulée par 
la fixation de Stat3 sur son promoteur in vitro [112, 113]. Cependant, aucune étude n’a 
démontré le même mécanisme in vivo, et il est donc possible que l’action de la voie Stat3 sur 
l’hepcidine in vivo soit indirecte. Si l’hepcidine était une cible transcriptionnelle directe de 
Stat3, son expression serait maximale après 1h d’infection, temps où l’activation de la voie 





 3. Réponse de l’hepcidine suite à une stimulation par l’Il6 in vivo  
Même si nos résultats suggèrent l’implication d’une autre voie de signalisation pour 
l’induction de l’hepcidine lors d’une inflammation, l’IL6 semble jouer un rôle lors d’une 
infection bactérienne. Plusieurs études in vitro ont montré la capacité de l’IL6 à induire 
l’expression de l’hepcidine, via l’activation de la voie STAT3 et la fixation de ce facteur de 
transcription directement sur le promoteur d’HAMP [112, 113]. A partir de ces observations, il 
a été montré qu’in vivo, l’hepcidine était induite en réponse à une injection d’Il6 et que 
l’absence d’une molécule clé dans la signalisation de l’IL6 (GP130) empêchait cette 
induction [103, 126, 232]. Cependant, aucune n’étude n’a montré à ce jour que l’action de la 
voie STAT3 sur le promoteur de l’hepcidine était directe. Nous avons donc voulu répondre à 
cette question afin de mieux comprendre les mécanismes d’action impliqués dans la 
régulation par l’IL6. 
Nous avons donc injecté de l’Il6 dans la cavité péritonéale des souris et nous avons suivi 
l’expression des gènes Hamp et Socs3 au cours du temps, dans le foie des souris. Nous 
avons également quantifié la phosphorylation de Stat3 dans le foie par WB. Les résultats 
montrent une induction significative d’Hamp après 4h d’injection (Figure 22A). L’expression 
de Socs3, qui est une cible transcriptionnelle directe de la voie Stat3, est maximale dès 1h 
d’injection, puis diminue aux temps 2h et 4h. Comme observé dans les modèles LPS et 
E.coli, l’expression maximale de Socs3 correspond au moment où la voie Stat3 est la plus 
activée, à1h (Figure 22B). 
Figure 22. Expressions relatives 
des gènes Hamp et Socs3, dans 
le foie de souris C57BL/6 en 
réponse à une injection d’Il6 par 
rapport aux souris contrôle (A) 
et activation de la voie Stat3 
dans des extraits de foie total de 
souris C57BL/6 (B). (A) 
L’expression des gènes Hamp et 
Socs3 dans le foie a été quantifiée 
par PCRq. Les ratios d’expression 
(2
-Ct) entre les souris injectées et 
non injectées sont montrés à 
chaque temps ainsi que l’intervalle 
de confiance à 95%. Lorsque 
l’intervalle de confiance croise la 
valeur 1, la différence entre par rapport au groupe contrôle n’est pas significative. (B) Des extraits protéiques ont 
été préparés à partir du foie de souris (n=3, répété deux fois). La forme phosphorylée de Stat3 a été détectée par 
Western Blot chez des souris C57BL/6 en réponse à une injection d’Il6. 
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Nous confirmons donc que l’IL6 seule est capable d’induire l’expression de l’hepcidine in 
vivo, conformément à la littérature. Cependant, la comparaison des profils d’expression 
d’Hamp et de Socs3 suggère que l’hepcidine n’est pas une cible transcriptionnelle directe de 
la voie Stat3, contrairement au dogme actuel, établi à partir de résultats obtenus in vitro. 
Nous suggérons donc un rôle indirect de la voie Stat3 sur le promoteur de l’hepcidine via 
l’action d’une molécule intermédiaire, par exemple.  
Une étude a récemment proposé l’intervention d’un intermédiaire pour la régulation de 
l’hepcidine en réponse à une infection par Salmonella enterica serovar Typhimurium chez la 
souris [103]. L’infection provoque la sécrétion d’Il6 qui va induire l’expression d’un gène, 
Esrrg (estrogen-related receptor gamma), dans le foie des souris via l’activation de la voie 
Stat3. C’est donc la fixation de ce facteur sur le promoteur de Hamp qui induit sa 
transcription, et non pas la fixation directe du facteur Stat3. Les souris Il6-/- expriment donc 
moins d’Esrrg en réponse à l’infection, et l’expression de l’hepcidine est altérée. 
Nous avons quantifié l’expression du gène Esrrg en réponse à E.coli, dans le foie de souris 
C57BL/6. Nous n’avons trouvé aucune augmentation significative dans l’expression du gène 
dans le foie des souris C57BL/6, suggérant qu’il n’est surement pas impliqué dans ce type 
d’infection bactérienne extracellulaire (Figure 23).  
 
Figure 23. Expression relative du gène Essrg dans 
le foie total des souris en réponse à l’infection par 
E.coli par rapport aux souris contrôle.  
L’expression du gène Essrg dans le foie a été quantifiée 
par PCRq. Les ratios d’expression (2
-Ct) entre les 
souris infectées et non infectées sont montrés à chaque 
temps ainsi que l’intervalle de confiance à 95%. Lorsque 
l’intervalle de confiance croise la valeur 1, la différence 
entre par rapport au groupe contrôle n’est pas 
significative.  
◦ L’étude in silico du promoteur de l’hepcidine révèle la présence de sites de fixation putatifs 
de nombreux facteurs de transcription, dont les C/EBP, les facteurs STAT (STAT-RE) et 
GATA (GATA-RE), ou encore NFB [109, 112, 113, 119-121, 154, 195, 233, 234]. Parmi eux 
les facteurs de transcription prédits pour être capables de se fixer sur ces sites, C/EBP, 
GATA4, GATA6 ont été montrés comme étant des cibles directes de STAT3, grâce à la 
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Si la voie STAT3 agit indirectement sur l’hepcidine, via l’action d’un intermédiaire, cela 
suggère que l’altération de l’activation de la voie STAT3 impacte négativement l’expression 
de la molécule intermédiaire, qui n’agit plus donc normalement sur le promoteur de 
l’hepcidine. En réponse à l’infection par E.coli, l’expression de l’hepcidine est altérée chez 
les souris Il6-/- mais pas en réponse au LPS. Comme dit précédemment, ces deux modèles 
sont difficilement comparables. Nous avons donc évalué l’expression de certains de ces 
gènes chez les souris C57BL/6 et les souris Il6-/- en réponse à l’infection par E.coli (Cebpb, 
Cebpd, Cebpe, Gata6) (Figure 24). Plus précisément, nous avons recherché des différences 
dans l’expression de ces gènes chez les souris C57BL/6 et Il6-/- en réponse à E.coli, qui 
pourraient expliquer les différents profils d’expression d’hepcidine observés chez les Il6-/- par 
rapport aux souris C57BL/6. 
 
Figure 24. Comparaison des expressions relatives des gènes Cebpb, Cebpd, Cebpe et Gata6 dans le foie 
de souris C57BL/6 et Il6
-/-
 en réponse à l’infection par E.coli par rapport aux souris contrôle.  
L’expression des gènes Cebpb, Cebpd, Cebpe et Gata6 dans le foie a été quantifiée par PCRq. Les ratios 
d’expression (2
-Ct) entre les souris infectées et non infectées sont montrés à chaque temps ainsi que l’intervalle 
de confiance à 95%. Lorsque l’intervalle de confiance croise la valeur 1, la différence entre par rapport au groupe 
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L’expression de Cebpb et Cebpd est augmentée dès 30 minutes d’infection chez les souris 
C57BL/6 et les souris Il6-/-, c'est-à-dire avant l’activation de la voie Stat3 dans les 
hépatocytes. De plus, nous n’avons observé aucune différence significative dans 
l’expression de ces gènes entre les souris C57BL/6 et les souris Il6-/-. L’expression de Cebpe 
est diminuée en réponse à l’infection. Les cinétiques d’expression de ces gènes ne 
correspondent donc pas à la cinétique d’activation de Stat3 observée in vivo et sont régulés 
de la même façon, qu’il y ait ou non de l’Il6. Il est donc peu probable qu’ils soient impliqués 
comme intermédiaires dans la régulation de l’hepcidine.  
Enfin, le gène Gata6 est exprimé plus tardivement, à partir de 2h d’infection, c'est-à-dire 
après l’activation de Stat3, mais nous n’avons pas détecté de différences entre les souris 
C57BL/6 et les souris Il6-/-, suggérant que Gata6 n’est pas non plus l’intermédiaire recherché. 
Ces gènes ne semblent donc pas être impliqués dans la régulation transcriptionnelle de 
l’hepcidine via l’Il6, mais nous n’avons pas quantifié l’expression de tous les facteurs décrits 
pour posséder un site de fixation au sein du promoteur de l’hepcidine. 
Nous avons donc confirmé que l’Il6 induisait la transcription de l’hepcidine in vivo mais nous 
suggérons une action indirecte de la voie Stat3 sur le promoteur de l’hepcidine, via une 
molécule intermédiaire. Malgré nos recherches, nous n’avons donc pas identifié la molécule 
en question. Nous avons cependant voulu déterminer l’expression de l’hepcidine dans nos 
modèles, lorsque l’activation de la voie Stat3 était totalement inhibée. 












  4. Inhibition chimique de l’activation de la voie STAT3 
En réponse à l’infection par E.coli, nous avons détecté une faible activation de la voie Stat3 
chez les souris invalidées pour le gène Il6. L’expression de l’hepcidine est également altérée 
chez ces souris, suggérant que c’est l’activation résiduelle de la voie Stat3 qui est à l’origine 
de la faible augmentation de l’hepcidine observée chez ces souris.  
Nous nous sommes alors questionné sur l’expression de l’hepcidine en cas d’inhibition totale 
de l’activation de la voie STAT3. Pour répondre à cette question, nous avons choisi d’utiliser 
un inhibiteur de la phosphorylation de STAT3 (Stattic). Le Stattic inhibe la fonction du 
domaine SH2 de STAT3, et empêche sa phosphorylation, son activation, sa dimérisation et 
donc sa translocation dans le noyau [235]. 
 Inhibition de l’activation de la voie de signalisation STAT3 in vitro 
◦ Nous avons tout d’abord validé l’effet du Stattic in vitro, sur une lignée d’hépatomes 
humains (HepG2) en présence d’IL6.  
Comme décrit dans la littérature, la stimulation par l’IL6 pendant 1h induit la phosphorylation 
de STAT3 dans ces cellules, ainsi que l’expression de l’hepcidine [37, 38, 109-111, 112 , 
113, 114]. Nous avons également quantifié l’expression de SOCS3, cible transcriptionnelle 
directe de la voie STAT3, dans les cellules et nous avons observé une forte induction de ce 
gène en réponse au traitement par l’IL6 (Figure 25A).  
L’ajout de l’inhibiteur Stattic inhibe la phosphorylation de STAT3 ainsi que l’expression de 
SOCS3 (Figure 25A). En réponse à l’IL6, l’induction totale de l’hepcidine par l’IL6 est 
également inhibée par le Stattic, même si une légère induction est tout de même visible, 
peut-être due à la demi-vie de l’ARNm de l’hepcidine (Figure 25B). Nous avons donc validé 
l’action du Stattic in vitro et montré l’importance de l’activation de la voie STAT3 pour 





Figure 25. Effet du Stattic sur la voie de signalisation STAT3 et l’expression de l’hepcidine dans des 
lignées d’hépatomes humains HepG2 prétraités à l’IL6.  
(A) L’expression de SOCS3 selon le traitement a été évaluée par PCRq et l’état d’activation de la voie STAT3 a 
été quantifiée par la détection de la forme phosphorylée de STAT3 par WB. (B) L’expression de HAMP selon le 
traitement a été évaluée par PCRq. Les valeurs montrées sont des moyennes ± ET. Les effets des différentes 
stimulations ont été évalués par un test ANOVA à un facteur, suivi d’une comparaison des moyennes (test de 
Tukey). **** : p<0.0001. 
 Inhibition de l’activation de la voie de signalisation Stat3 in vivo 
◦ Nous avons ensuite testé différents protocoles pour utiliser le Stattic in vivo afin d’inhiber 
totalement l’activation de la voie Stat3 lors d’une inflammation chez la souris. Nous avons 
choisi d’utiliser le modèle d’inflammation induit par le LPS comme activateur de la voie Stat3 
pour mettre au point notre protocole.  
Des souris CD1 ont soit été pré-piquées avec l’inhibiteur avant la stimulation au LPS, soit 
piquées avec l’inhibiteur en même temps que la stimulation avec le LPS, puis leur foie a été 
prélevé après 1 heure de stimulation (temps où l’activation de Stat3 est maximale dans 
l’hépatocyte) et 4h (temps où l’induction de Hamp est maximale dans le foie). Nos premiers 
résultats n’ont montré aucun effet du Stattic puisqu’en réponse au LPS, la voie Stat3 est 
toujours activée à 1h, même en présence de l’inhibiteur (résultats non montrés). De même, 
l’expression de Socs3, à 1h, et de l’hepcidine, à 4h, n’est pas altérée par l’injection du Stattic 
dans le foie des souris. L’inefficacité de l’inhibiteur in vivo étant peut-être due aux fortes 
doses de LPS utilisées (1µg de LPS par g de souris), nous avons utilisé par la suite des 
doses de LPS plus faibles (0,01 ; 0,05 et 0,1 µg total de LPS chez la souris). Pour optimiser 
l’effet du Stattic, les souris ont reçu deux injections de l’inhibiteur : une injection 1h avant 
celle du LPS et une injection en même temps que le LPS, aux doses maximales décrites 
dans la littérature [236-238].  
Aucun de ces protocoles n’a permis une inhibition, même partielle, de l’activation de Stat3 
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Nous n’avons donc pas pu déterminer l’impact d’une inhibition totale de l’activation de la voie 
Stat3 in vivo sur l’expression d’Hamp. Nous sommes actuellement en train de réaliser des 
expériences sur des souris invalidées pour le gène Stat3 dans les hépatocytes, afin de 
déterminer si cette voie est réellement impliquée dans la régulation d’Hamp, ou si une autre 
voie de signalisation est impliquée. 
Néanmoins, au vu des études de la littérature, l’inhibition totale de l’activation de STAT3 
devrait conduire à une altération complète de l’expression de l’hepcidine en réponse à 
l’inflammation [126, 137]. En effet, des souris invalidées pour Stat3 ou Gp130 dans 
l’hépatocyte n’augmentent plus leur hepcidine en réponse à la térébenthine ou à l’Il6, 
respectivement. Ces modèles ne sont pas infectieux, et, on l’a vu, il y a des différences 
majeures entre notre modèle LPS et notre modèle E.coli. Il est donc important d’évaluer 
l’expression de l’hepcidine chez ces souris en réponse à une infection bactérienne pour 
conclure sur le rôle de la voie Stat3. 
Si ce résultat est confirmé dans notre modèle bactérien, cela signifie que la voie Stat3 est 
bien impliquée dans la régulation de Hamp. Cependant, l’absence totale de corrélation entre 
la cinétique de Hamp et celle de Socs3, cible directe de Stat3, suggère une action 














 IV. Implication de l’IL6 dans la régulation transcriptionnelle de la lipocaline-2  
 “Evidence for IL-6/STAT3-independent induction of lipocalin-2 in the liver of mice 
infected with Escherichia coli” 
Hepatology, 2016 [Article cf. Annexes] 
Aurelie Gineste, M.Sc., Patricia Martin, Ph.D., Eric Oswald, D.V.M., Ph.D., Helene Coppin, 
Ph.D. Marie-Paule Roth, M.D., Inserm, U1043, Toulouse, France 
  1. Introduction 
Le foie est impliqué dans de nombreux processus et de nombreuses fonctions métaboliques, 
dont le métabolisme énergétique, la détoxification, le stockage du glycogène ou encore la 
synthèse de protéines. Le foie est également considéré comme un organe de l’immunité 
innée, responsable de la biosynthèse de près de 90% des composants du complément, des 
protéines de phase aigue et de PRR (Pattern Recognition Receptor) de l’immunité innée. 
Parmi les protéines de phase aigue, la lipocaline-2 (LCN2) est une glycoprotéine sécrétée 
que l’on retrouve dans de nombreux types cellulaires et organes. Lors d’infections ou de 
lésions, son expression est induite et contrôlée par de nombreux facteurs de transcription 
dont NFB, MAPK, C/EBPb, C/EBPd ou encore STAT1, et ce, dans plusieurs types 
cellulaires [80, 239-241]. De nombreux ligands de TLR ainsi que plusieurs cytokines sont 
impliqués dans l’activation de ces voies de signalisation, et dans l’induction de l’expression 
de LCN2, tels le LPS, l’IL1, l’IL6, l’Il22 ou le TNF [80, 242, 243].  
◦ Une étude récemment publiée s’est intéressée à la régulation de Lcn2 en réponse à une 
infection bactérienne [225]. A l’aide de souris génétiquement modifiées, invalidées pour le 
gène Lcn2 dans l’hépatocyte, les auteurs ont montré que ces cellules étaient responsables 
de la sécrétion de près de 90% de la lipocaline-2 retrouvée dans le sérum après une 
infection par Klesbsiella pneumoniae ou Escherichia coli, deux bactéries à Gram -. 
Cependant, au niveau basal, l’hépatocyte ne produit que 25% de la quantité de lipocaline-2 
sérique. 
Dans cette étude, les auteurs se sont intéressés aux facteurs moléculaires impliqués dans 
l’induction de Lcn2 dans l’hépatocyte en réponse à l’infection par K. pneumoniae ou E. coli. 
Des niveaux comparables de Lcn2 dans le sérum ont été obtenus chez les souris C57BL/6 
et les souris invalidées pour le gène Il6, suite à l’infection par K. pneumoniae, à 12h et 24h 
(résultats décrits dans la référence suivante : [244]). Pour définir les fonctions spécifiques de 
l’Il6 dans l’hépatocyte sur l’expression de Lcn2, des souris présentant un déficit pour le gène 
codant le récepteur de l’Il6 dans l’hépatocyte (Il6RHep-/-) ont été infectées avec K. 
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pneumoniae. Les résultats obtenus montrent une altération de la quantité de lipocaline-2 
sérique chez ces souris, suggérant que la signalisation via le récepteur de l’Il6 est 
nécessaire pour l’expression de Lcn2 en réponse à l’infection par K. pneumoniae dans 
l’hépatocyte. De même, l’infection par K. pneumoniae de souris invalidées pour le gène Stat3 
dans l’hépatocyte (Stat3Hep-/-) montre une expression de Lcn2 altérée dans le foie. Pour 
compléter l’étude, des immunoprécipitations ont mis en évidence un site de fixation du 
facteur Stat3 au sein du promoteur du gène Lcn2.  
Cette étude propose donc qu’en réponse à l’infection par K. pneumoniae, la voie de 
signalisation Stat3 est activée via la stimulation du récepteur à l’Il6 dans l’hépatocyte, et que 
la fixation du facteur de transcription Stat3 sur le promoteur du gène Lcn2 induise sa 
transcription. Néanmoins, aucun résultat concernant l’infection par E.coli des souris 

















  2. Résultats 
Nous avons montré qu’en réponse au LPS, l’expression de Lcn2 était fortement induite dans 
le foie des souris C57BL/6 et des souris Il6-/- sans différence significative, suggérant que 
l’induction de Lcn2 par le LPS est indépendante de l’action de l’Il6 [226] (Figure 26A).  
De plus, ce résultat a également été observé en réponse à l’infection par E.coli et ce malgré 
le fait que l’activation de la voie Stat3 soit altérée après 4h d’infection par E.coli chez les 
souris Il6-/- (Figure 26B, C).  
Ces résultats suggèrent donc que la voie de signalisation STAT3 n’est pas impliquée dans la 
régulation de Lcn2 dans nos modèles, à l’inverse du mécanisme proposé par Xu et al. De 
plus, nous n’avons pas observé de différence significative dans la charge bactérienne à 4h et 
à 28h d’infection par E.coli entre les souris C57BL/6 et les souris Il6-/-, contrairement aux 
résultats obtenus par Xu et al (Figure 26D). Nos résultats suggèrent donc qu’en réponse à 
une infection, l’expression de Lcn2 n’est pas dépendante de la voie de signalisation Stat3, ni 
de l’action de l’Il6.  
Figure 26. La régulation 
transcriptionnelle de Lcn2 en réponse 
à l’infection par E.coli n’est pas 
dépendante de la voie de 
signalisation Stat3. L’expression de 
Lcn2 a été quantifiée par PCRq dans le 
foie de souris C57BL/6 ou Il6
-/-
 sacrifiées 
à différents temps après une stimulation 
au LPS (A) ou une infection par E.coli. 
(B) Les ratios d’expression (2
-Ct) entre 
les souris infectées et non infectées sont 
montrés à chaque temps ainsi que 
l’intervalle de confiance à 95%. Lorsque 
l’intervalle de confiance croise la valeur 
1, la différence entre par rapport au 
groupe contrôle n’est pas significative. 
(C) Des extraits protéiques ont été 
préparés à partir du foie de souris et les 
formes phosphorylée et totale de Stat3, 
ainsi que la vinculine ont été détectées 
par WB chez des souris C57BL/6 et Il6
-/-
.  
(D) La charge bactérienne dans le sang 
a été quantifiée par comptage sur 
gélose.  
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D’autres cytokines sont décrites pour participer à l’induction de Lcn2, dont l’Il1b, via 
l’activation de la voie NfB. En effet, une mutation au sein de l’élément de réponse à l’IL1b 
au sein du promoteur de Lcn2 abolit l’induction de la lipocaline-2 médiée par l’Il1b ou le LPS 
[80]. Dans nos modèles infectieux et inflammatoires, l’expression de l’Il1b est similaire chez 
les souris C57BL/6 et les souris Il6-/- et pourrait donc expliquer les niveaux d’induction 
similaires de Lcn2 observés chez ces souris.  
Ainsi, nous proposons un rôle essentiel de l’Il1b plutôt que de l’Il6/Stat3 dans l’induction de 
Lcn2 par l’hépatocyte en réponse à l’infection par E.coli, qui permettrait d’expliquer pourquoi 







 Les anémies inflammatoires (AI) sont des complications communes chez les patients 
souffrant d’infections ou présentant des désordres inflammatoires aigus ou chroniques. Elles 
représentent la deuxième forme d’anémie la plus répandue au niveau mondial [245-247]. Les 
AI sont caractérisées par une baisse du fer disponible pour l’érythropoïèse, malgré des 
quantités de fer dans l’organisme suffisantes. Les causes des AI sont multifactorielles et 
dépendent notamment des inflammations sous-jacentes. Parmi tous les mécanismes 
impliqués dans la mise en place des AI (réduction de la vie des érythrocytes, altération de 
l’érythropoïèse,…), nous nous sommes particulièrement intéressés aux mécanismes 
impliqués dans la régulation positive de l’hepcidine, une protéine de phase aigue synthétisée 
par les hépatocytes en réponse à l’inflammation. 
 Les cytokines pro-inflammatoires permettent d’initier la production et la sécrétion des 
protéines de phase aigue. Parmi elles, la littérature décrit l’IL6 comme étant essentielle à 
l’induction de l’hepcidine en réponse à l’inflammation, principalement via l’activation de la 
voie STAT3. D’autres cytokines sont impliquées dans l’induction de l’hepcidine mais leur rôle 
semble mineur en comparaison à celui de l’IL6 et n’implique pas toujours l’activation de la 
voie STAT3 (IL22, IL1B) [118, 130, 185, 186, 248]. 
 La voie STAT3 interagit de façon fonctionnelle avec une autre voie de signalisation 
impliquée dans l’induction de l’hepcidine dans l’hépatocyte, la voie BMP/SMAD. Au sein du 
promoteur de l’hepcidine, le site proximal de fixation des facteurs SMAD (BMP-RE) est 
adjacent au site de fixation de STAT3 (STAT3-RE). Récemment, la coopération de 
l’ensemble de ces facteurs a été étudiée et les résultats ont confirmé que la présence du site 
proximal BMP-RE, ainsi qu’un niveau basal d’activation de la voie BMP/SMAD, étaient requis 
pour l’induction de l’hepcidine via l’IL6 in vitro [121, 233]. De plus, lors d’une inflammation, 
une activation de la voie Bmp/Smad est observée dans le foie des souris et l’activine B a été 
proposée comme ligand endogène activateur de cette voie [38]. 
 En résumé, alors que certaines études proposent un rôle prépondérant de l’IL6 dans 
l’induction de l’hepcidine en réponse à l’inflammation, d’autres ont mis en évidence 




◦ L’objectif principal de mon travail de thèse était de valider l’action de l’activine B sur la 
transcription de l’hepcidine lors d’infections. Pour cela, nous avons développé plusieurs 
modèles d’infection bactérienne, et utilisé des souris invalidées pour le gène Inhbb. Les 
résultats obtenus ont montré que l’activine B n’était pas impliquée dans la régulation du gène 
Hamp, puisque les souris invalidées pour Inhbb ont une induction d’Hamp similaire à celle 
observée chez les souris C57BL/6 en réponse au LPS et à une infection par E.coli.  
Nos travaux ont par ailleurs confirmé qu’un niveau d’activation basal de la voie BMP/SMAD 
est nécessaire pour l’induction de l’hepcidine lors de l’inflammation, mais que l’augmentation 
de la phosphorylation des effecteurs SMAD observée en réponse à cette inflammation ne 
participe pas à cette régulation. Nous avons donc montré pour la première fois, que 
l’induction de l’hepcidine était indépendante de l’augmentation de la phosphorylation des 
Smad1/5/8.  
◦ Face à ces résultats et au vu des descriptions de la littérature, qui proposent un rôle 
prépondérant de l’IL6 dans l’induction de l’hepcidine, nous nous sommes intéressés au rôle 
de cette cytokine et de la voie STAT3 dans la régulation de l’hepcidine en réponse à 
l’infection grâce à l’utilisation de souris invalidées pour le gène Il6.  
 Nos résultats montrent que l’IL6 est impliquée dans l’augmentation de l’expression de 
l’hepcidine lors d’une infection, mais pas lors d’une stimulation par du LPS, un motif 
pathogénique bactérien. Ces observations suggèrent donc un rôle spécifique de l’IL6 lors 
d’infections bactériennes, mais pas en réponse au LPS. De plus, nos résultats suggèrent la 
participation d’une voie de signalisation supplémentaire dans l’induction de l’hepcidine, 
indépendante de l’action de l’IL6. 
 Enfin, des résultats obtenus récemment au laboratoire montrent une induction 
significative d’Hamp 4h après une injection d’Il6 dans la cavité intra péritonéale des souris, 
associée à une activation précoce de la voie Stat3 (1h après injection). Ces dernières 
observations confirment qu’in vivo, l’Il6 est capable d’induire l’expression de l’hepcidine, 
comme précédemment décrit [103, 126, 232]. Cependant, l’action de la voie Stat3 ne semble 
pas être directe sur l’expression de l’hepcidine puisque elle n’est augmentée que 3h après 
l’activation maximale de la voie. L’analyse du profil d’expression de Socs3 chez les souris 
stimulées à l’Il6 appuie cette hypothèse, puisque l’expression de ce gène, qui une cible 
transcriptionnelle directe de la voie Stat3, est maximale dès 1h de stimulation, c’est-à-dire 
quand l’activation de la voie Stat3 est également maximale. En réponse à l’Il6, nous 
suggérons plutôt la participation d’un intermédiaire, activé par STAT3, capable d’agir 
directement sur le promoteur de l’hepcidine. 
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Ainsi, la régulation de l’expression de l’hepcidine semble plus complexe que celle qui est 
décrite in vitro, et qui propose un rôle direct des facteurs Stat3 et Smad1/5/8. 
Le tableau ci-dessous résume les états d’activation des voies Stat3 et Bmp/Smad dans le 
foie de souris en réponse à différents stimuli, ainsi que l’induction de l’hepcidine (Tableau 4).  
Tableau 4. Résumé de l’état d’activation des voies Stat3 et Bmp/Smad, niveau d’induction de l’hepcidine dans le foie 
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Suite à ces résultats, de nombreux points nécessitent encore d’être clarifiés, notamment les 
questions suivantes :  
- Comment la voie BMP/SMAD module-t-elle l’expression de l’hepcidine ? 
 
- Quel rôle pour l’activine B dans le foie ? 
 
- Comment l’IL6 agit-elle pour induire l’expression de l’hepcidine ? Si la voie STAT3 est 
impliquée, a-t-elle une action directe sur le promoteur de l’hepcidine ?  
 
- Comment l’expression de l’hepcidine est-elle induite chez les souris Il6-/- en réponse 
au LPS ? 
 
- Comment expliquer l’importance de l’Il6 dans l’expression de l’hepcidine lors de 
l’infection par Escherichia coli, mais pas en réponse au LPS ? 
 
- Quel serait l’impact d’une inhibition totale de l’activation de STAT3 sur l’expression de 





 I. Implication de la voie BMP/SMAD dans la réponse de l’hepcidine 
  1. L’activine B, un ligand activateur endogène de SMAD1/5/8 dans le foie 
Les résultats de l’équipe publiés en 2012, appuyés sur de nombreuses études, suggéraient 
l’implication d’un ligand activateur endogène de la voie SMAD1/5/8 dans l’induction de 
l’hepcidine [38]. L’activine B, ligand appartenant à la famille du TGFb, induit l’expression de 
l’hepcidine in vitro, via la stimulation de la voie SMAD1/5/8. Récemment, son action in vivo 
sur l’hepcidine a été étudiée, notamment grâce à l’utilisation d’un inhibiteur des activines, la 
follistatine [155]. L’injection de cet inhibiteur in vivo empêche l’activation de la voie 
Smad1/5/8 dans le foie, ainsi que l’expression de l’hepcidine en réponse au LPS, suggérant 
un rôle prépondérant de l’activine B dans l’induction de l’hepcidine. Néanmoins, nos résultats 
obtenus chez les souris invalidées pour le gène codant l’activine B (souris Inhbb-/-), montrent 
une induction normale de l’hepcidine, malgré une altération de l’activation de la voie 
Smad1/5/8 dans le foie. 
Ces résultats signifient donc que : 
- L’activine B est bien un ligand activateur de la voie Smad1/5/8 dans le foie  
- L’induction d’Hamp n’est pas dépendante de l’augmentation de la phosphorylation 
des Smad1/5/8, ni de l’action de l’activine B 
Les résultats publiés par Canali et al. concluent à un rôle essentiel de l’activine B dans 
l’induction de l’hepcidine en réponse au LPS [155]. Ces résultats sont basés sur l’utilisation 
d’un inhibiteur des activines, la follistatine. In vitro, la follistatine empêche l’action de 
l’activine B sur l’hepcidine alors qu’elle n’a pas d’effet sur le ligand Bmp6. De plus, son 
injection chez la souris ne module pas le niveau basal d’hepcidine, ni d’Id1, cible directe de 
la voie Smad1/5/8, suggérant que cette molécule n’a pas d’effet direct sur cette voie, ni sur 
les ligands qui la stimulent au niveau basal.  
En réponse au LPS, l’injection de follistatine empêche l’induction de l’hepcidine et 
l‘augmentation de la phosphorylation des Smad1/5/8 dans le foie alors que la voie Stat3 
n’est pas altérée [155]. Nos résultats montrent l’opposé : nos souris présentent un déficit en 
activine B induisent leur hepcidine, quelque soit le modèle infectieux utilisé.  
In vivo, il est possible que la follistatine interagisse avec d’autres ligands de la famille du 
TGFβ ; l’affinité de la follistatine pour l’activine A est par exemple dix fois supérieure à son 
affinité pour l’activine B [156]. Il est donc probable que l’effet observé sur l’expression de 




  2. Comment la modulation de la voie BMP/SMAD impacte-t-elle 
l’hepcidine ? 
L’induction de l’hepcidine est donc possible, même quand il n’y a pas d’augmentation de 
phosphorylation des Smad1/5/8 au-delà du niveau de base. A l’inverse, quand la 
phosphorylation des Smad1/5/8 est augmentée, l’expression de l’hepcidine peut ne pas être 
induite, comme observé chez les souris Bmp6-/- ou les souris invalidées pour Alk3 ou Smad4 
[111, 147]. De plus, la mutation des sites de fixation des facteurs SMAD, les BMP-RE, au 
sein du promoteur de l’hepcidine empêche son activité transcriptionnelle en réponse à l’IL6 
in vitro, montrant que la fixation des facteurs Smad sur le promoteur de l’hepcidine est 
essentielle pour la réponse à l’IL6 [109, 121]. 
Ces résultats soulèvent donc une question essentielle : Comment réconcilier les différents 
niveaux d’activation de la voie Bmp/Smad et l’induction de l’hepcidine ? 
Notre hypothèse propose que l’augmentation de la phosphorylation des Smad1/5/8 observée 
dans le foie durant l’inflammation n’est pas localisée dans l’hépatocyte, et n’impacte donc 
pas l’expression de l’hepcidine. Dans nos expériences de WB, la quantité de Smad1/5/8 
phosphorylé est détectée dans le foie total ; il n’est donc pas impossible que la 
phosphorylation de ces effecteurs soit localisée dans des cellules autres que l’hépatocyte. 
Nous réalisons actuellement des marquages immunohistochimiques du facteur Smad5 
phosphorylé sur des coupes de foie. Si notre hypothèse est vérifiée, nous nous attendons à 
observer une augmentation de la quantité de Smad5 phosphorylé dans les autres cellules du 
foie (macrophages, cellules stellaires, cellules endothéliales,..) et non pas dans les 
hépatocytes.  
De plus, l’hypothèse d’une localisation autre que dans l’hépatocyte est confortée par 
l’expression d’un gène cible de la voie Smad dans l’hépatocyte, Id1. Ce gène varie de la 
même façon que l’activation de la voie Bmp/Smad et que l’expression l’hepcidine dans 
l’hépatocyte, lors d’un apport en fer (augmentation de l’expression) ou lors d’une carence en 
fer (diminution de l’expression) [249]. Dans l’inflammation, l’expression d’Id1 n’augmente pas 
alors que la phosphorylation de Smad5 augmente dans le foie, suggérant que la 





  3. Quel rôle pour l’activine B dans le foie ? 
Les ligands de la famille du TGFb sont décrits pour participer aux phénomènes de fibrose, 
notamment du foie. Lors d’une inflammation aigue ou chronique, les macrophages ainsi que 
les cellules stellaires du foie sont activées, directement par la stimulation de leurs TLR 
membranaires. Les macrophages sécrètent de nombreux médiateurs pro-inflammatoires, 
dont le TGFb, qui va alors agir sur les cellules stellaires activées. En réponse à ce stimulus, 
la voie BMP/SMAD est activée et conduit à la production de collagène par les cellules 
stellaires, menant au développement d’une fibrose [250]. Les activines, appartenant à la 
famille du TGFb, ont été identifiées comme participant également au développement de 
fibroses chez l’homme [251-253]. L’activine B étant le ligand activateur majeur des 
Smad1/5/8 et Smad2/3 dans le foie en réponse à l’inflammation ou à l’infection, nous 
proposons donc un rôle de l’activine B dans la mise en place de fibroses hépatiques lors 
d’inflammation, en association avec le TGFb (Figure 27).  
Pour confirmer cette hypothèse, il serait intéressant d’évaluer le développement de ces 
fibroses chez les souris Inhbb-/-. De nombreux modèles de fibroses existent chez la souris 
[254], et si notre hypothèse est validée, l’activine B pourrait représenter une cible 











Figure 27. Rôle supposé de l’activine B dans la mise en place de fibroses hépatiques lors d’infections 
(adapté de [250]). Lors d’une infection, les macrophages sont activés et recrutés au site inflammatoire où ils 
sécrètent notamment du TGFb. Parallèlement, les cellules stellaires du foie sont également activées, via la 
stimulation de leur TLR4. L’action du TGFb sur les cellules stellaires active la voie SMAD2/3 et provoque la 
sécrétion de collagène par ces cellules. Nos résultats ont montré que l’activine B était capable d’induire la 
phosphorylation des SMAD2/3 mais aussi des SMAD1/5/8. Nous proposons donc un rôle de l’activine B dans la 














Nous avons donc montré que l’activine B, et la voie de signalisation SMAD1/5/8, n’étaient 
pas impliqués dans l’induction, ou le maintien de l’expression de l’hepcidine dans le foie en 
réponse à l’infection.  
A l’inverse, nos résultats mettent en évidence un rôle important de l’IL6 dans cette régulation 
lors de l’infection par E.coli, mais pas en réponse au LPS. In vivo, le mode d’action de l’IL6 
sur la transcription de l’hepcidine ne semble pas être le même que celui décrit in vitro, dans 
lequel le facteur STAT3, phosphorylé suite à l’action de l’IL6 sur son récepteur, vient se fixer 
directement sur le promoteur de l’hepcidine pour induire sa transcription.  




















 II. Comment l’expression de l’hepcidine est-elle régulée lors de l’inflammation ?  
 Le facteur de transcription STAT3 est un régulateur clé de l’expression génique en 
réponse aux familles de cytokines capables d’induire la signalisation de GP130 (IL6, OSM, 
LIF) [227]. De nombreuses études ont été réalisées afin d’identifier les gènes cibles de 
STAT3 notamment grâce à l’utilisation de puces d’expression.  Cependant, seule une petite 
fraction de ces gènes se sont avérés être des cibles directes STAT3 après des études 
d’immunoprécipitations de la chromatine, tels les gènes codant pour SOCS3 ou encore 
GATA4 et GATA6 [219].  
 Dès 2006, des études ont mis en évidence la présence d’un site de fixation putatif de 
STAT3 au sein du promoteur de l’hepcidine dans différentes espèces dont l’homme et la 
souris. Ces études ont également démontré la capacité de STAT3 à se fixer sur ce site en 
réponse à une stimulation par l’IL6 in vitro [112, 113]. Dans des conditions où l’action de 
STAT3 sur les promoteurs de ses gènes cibles est impossible (mutation du site de fixation 
sur le promoteur in vitro, souris invalidées pour Gp130 ou en Stat3 dans les hépatocytes), 
l’induction de l’hepcidine est altérée en réponse à un stimulus inflammatoire, suggérant un 
lien entre l’activation de STAT3 et l’expression de l’hepcidine [112, 113, 126, 137]. 
Néanmoins, aucune étude à ce jour n’a démontré que la fixation directe de STAT3 sur le 
promoteur de l’hepcidine induisait sa transcription in vivo.  
 Pour confirmer l’action de l’Il6 sur l’expression d’Hamp in vivo, nous avons soumis 
des souris C57BL/6 à une injection d’Il6 dans leur cavité péritonéale. Alors que la voie Stat3 
est fortement activée et que l’expression de Socs3, cible transcriptionnelle directe de Stat3, 
est maximale dès 1h de stimulation, l’expression d’Hamp n’est augmentée significativement 
qu’à partir de 4h de stimulation. Le décalage observé entre les cinétiques de Socs3 et 
d’Hamp suggère plutôt un rôle indirect de Stat3 sur le promoteur de l’hepcidine. Mais il est 
également possible que la régulation de l’hepcidine par l’IL6 soit indépendante de la voie 
STAT3, puisque cette cytokine est décrite pour activer d’autres voies de signalisation [255]. 
 Enfin, l’utilisation de modèles infectieux (LPS, E.coli) a mis en évidence des 
mécanismes de régulation impliquant d’autres voies que Stat3, puisque les souris Il6-/- 







  1. Comment l’interleukine-6 agit-elle sur la transcription de l’hepcidine in 
vivo ? 
L’injection d’Il6 chez les souris provoque l’activation précoce de la voie Stat3 et une induction 
plus tardive de l’expression de l’hepcidine, suggérant une action indirecte de Stat3. 
Comment l’IL6 agit-elle sur l’expression de l’hepcidine ? 
  Une première hypothèse remet en question l’action directe de STAT3 sur le 
promoteur de l’hepcidine. En effet, même si la fixation de STAT3 sur le site STAT3-RE du 
promoteur de l’hepcidine, ainsi que sa capacité à induire la transcription du gène, ont été 
démontrés in vitro, aucune étude in vivo n’a permis de confirmer cette action. Dans nos 
modèles, l’activation de STAT3 est très précoce et maximale à 1H. Rapidement, l’activation 
de cette voie décroit dans l’hépatocyte (observation en IHC) alors même que l’expression de 
l’hepcidine commence à être induite à 2h, puis est maximale entre 4h et 6h.  
Il y a donc un délai important entre l’activité maximale de la voie STAT3 dans l’hépatocyte, à 
1h, et le niveau maximal d’hepcidine détecté, entre 4h et 6h. Ce résultat suggère l’implication 
d’un facteur intermédiaire, activé ou induit par STAT3, et capable de réguler la transcription 
de l’hepcidine en se fixant sur son promoteur.  
Cette hypothèse est appuyée par le fait que les gènes connus et validés pour être des cibles 
directes de STAT3, comme SOCS3, ont une expression transcriptionnelle plus précoce en 
réponse aux stimuli inflammatoires et infectieux à 1h. En réponse au LPS ou à E.coli , quand 
la voie Stat3 est altérée, comme chez les souris Il6-/-, l’expression de Socs3 l’est également 
à1h. De plus, dans tous nos modèles (LPS, E.coli, Il6) Les cinétiques d’expression de Socs3 
et de l’hepcidine ne se superposent pas et conduisent à proposer un rôle plutôt indirect de 
STAT3 sur l’hepcidine.  
Dans un modèle d’infection par S.Typhymurium, le facteur ERRg a été proposé comme 
intermédiaire entre la voie STAT3 et l’hepcidine, puisque son expression dépend directement 
de l’activation de la voie STAT3, et que ce facteur est capable d’induire la transcription de 
l’hepcidine en se fixant à son promoteur [103]. En réponse à E.coli, nous n’avons pas 
observé d’induction d’Errg, ni de différence entre les souris C57BL/6 et les souris Il6-/-. Nous 
avons également quantifié l’expression d’autres gènes ayant des sites de fixation au sein du 
promoteur de l’hepcidine, et décrits comme étant régulés par Stat3 (Cebpb, Cebpd, Cebpd, 
Gata6). Nous n’avons trouvé aucune différence entre les souris C57BL/6 et les souris Il6-/- en 
réponse à E.coli, qui pourrait expliquer la différence d’expression de l’hepcidine. Néanmoins, 
il est possible qu’un autre facteur soit impliqué dans la régulation d’Hamp lors d’une infection 













Figure 28. Hypothèse de la régulation indirecte de l’expression de HAMP par la voie STAT3 et l’IL6. 
L’IL6 active la voie de signalisation STAT3 dans l’hépatocyte en interagissant avec un complexe de 
récepteur composé de l’IL6R et de GP130. Nous supposons que l’action de STAT3 sur l’expression de 
l’hepcidine n’est pas directe mais fait plutôt intervenir une molécule intermédiaire, cible transc riptionnelle 
directe de STAT3. L’expression de l’hepcidine est alors régulée par cet intermédiaire directement au 
niveau de son promoteur.  
  La deuxième hypothèse met en jeu d’autres voies de signalisation que STAT3. 
Dans l’hépatocyte, l’IL6 est capable d’activer la voie de signalisation STAT1, mais aussi la 
voie ERK/MAPK, en fonction des tyrosines qui sont phosphorylées par les kinases JAK 
après la fixation de l’IL6 sur son récepteur [107, 255, 256]. Le facteur STAT1 ainsi que le 
facteur C/EBPb, activé par la cascade de signalisation ERK/MAPK, pourraient se fixer sur le 
promoteur de l’hepcidine, respectivement au niveau des sites STAT-RE (-64/-72) et C/EBP-
RE (-61/-73), et induire sa transcription, indépendamment du facteur STAT3.  
Pour vérifier cette hypothèse, il serait intéressant d’évaluer les cinétiques d’activation de ces 
voies par WB chez les souris C57BL/6 et de les comparer au profil d’expression de Hamp. 
De plus, ces hypothèses pourraient être validées ou infirmées grâce à l’évaluation de 
l’expression de l’hepcidine dans le foie de souris invalidées pour Stat3 dans l’hépatocyte, en 






   2. Comment l’expression de l’hepcidine est-elle augmentée en 
réponse à l’inflammation et à l’infection ? 
 En réponse au LPS 
Nos résultats montrent clairement qu’en réponse au LPS, l’induction transcriptionnelle de 
l’hepcidine dans le foie des souris est indépendante de l’action de l’IL6, puisque les souris 
Il6-/- régulent leur hepcidine de la même façon que les souris C57BL/6 dans ce modèle. 
Une autre voie de signalisation semble donc être impliquée dans l’induction de l’hepcidine en 
réponse au LPS, et l’activation de cette voie semble indépendante de l’action de l’IL6. 
Comme décrit dans l’introduction (III.3. Autres facteurs de transcription impliqués dans la 
régulation de l’hepcidine en condition inflammatoire), la voie STAT3 n’est pas la seule à avoir 
été décrite pour être impliquée dans la régulation transcriptionnelle de l’hepcidine lors d’une 
inflammation.  
  La voie NFB est une voie activée très précocement lors d’inflammation, 
notamment en réponse à des cytokines inflammatoires, tels le TNF ou encore l’IL1B [172, 
173, 186]. Plusieurs études ont proposé un rôle de cette voie de signalisation dans 
l’induction de l’hepcidine lors d’inflammation, puisque le promoteur murin de l’hepcidine 
possède un site de fixation putatif NFB (position -509) et que la mutation ou la délétion de 
ce site empêche une réponse totale suite à une stimulation par l’IL1B [257]. De plus, 
l’injection d’Il1b à des souris induit l’expression hépatique d’Hamp [130]. Enfin, des études 
réalisées ex vivo sur des lymphocytes montrent que l’induction de l’hepcidine médiée par le 
LPS est dépendante de la voie NFB [258]. Il est donc possible que les cytokines Il1b ou Tnf 
soient impliquées dans la régulation transcriptionnelle de l’hepcidine en réponse au LPS, via 
l’activation de la voie Nfb, et qu’aucune différence dans l’expression d’Hamp ne soit 
observée entre les souris C567BL/6 et Il6-/- puisque qu’il n’y a pas de différence dans 
l’expression des gènes Il1b et Tnf. Il serait donc intéressant d’évaluer la cinétique 
d’activation de la voie de signalisation NFB dans nos modèles, et de la corréler au profil 
d’expression de l’hepcidine. 
  Les GATA et C/EBP sont des facteurs de transcriptions qui exercent un rôle dans le 
foie et qui sont notamment exprimés par les hépatocytes [188-190, 194]. Plusieurs études 
ont montré l’implication de ces facteurs dans la régulation de l’expression de l’hepcidine. De 
fait, le promoteur de l’hepcidine contient un site de fixation des facteurs GATA, GATA-RE 
(localisé en -103/-98 sur le promoteur de l’hepcidine humaine) et un site de fixation des 
facteurs C/EBP (-250/-230 sur le promoteur de l’hepcidine humaine).  
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Lors d’une inflammation, l’expression de Gata4, Gata6, Cebpb et Cebpd est augmentée 
dans le foie des souris [192, 193, 196]. De plus, la mutation du GATA-RE empêche la 
transcription de l’hepcidine en réponse à l’IL6 in vitro [191, 192]. Le facteur C/EBPa est 
associé au promoteur de l’hepcidine, en condition basale. Lors d’une inflammation, la liaison 
à l’ADN de C/EBPa est diminuée dans le foie des souris alors que l’expression des gènes 
Cebpb et Cebpd est induite. Les facteurs C/EBPb et C/EBPd sont alors capables de 
remplacer C/EBPa au niveau des sites de fixation des promoteurs et d’activer la transcription 
des gènes [196]. 
En réponse à E.coli, l’expression de Cebpb et Cebpd est induite dans le foie des souris dès 
30 minutes et reste élevée jusqu’à 28h d’infection. Ce profil d’expression ne correspond pas 
à celui de l’hepcidine chez ces mêmes souris, qui n’est augmentée qu’à partir de 2h 
d’infection. De plus, ces gènes sont exprimés de la même façon chez les souris C57BL/6 et 
les souris Il6-/- en réponse à E.coli, alors que dans ce modèle, l’expression de l’hepcidine est 
différente chez les deux lignées murines. En ce qui concerne Gata6, son profil d’expression 
ne correspond pas à celui de l’hepcidine, et aucune différence n’a été observée entre les 
souris C57BL/6 et les souris Il6-/- en réponse à E.coli. Ces facteurs ne sont donc pas de bons 
candidats pour expliquer l’induction de l’hepcidine en réponse à l’infection. 
 
 A l’heure actuelle, nous ne savons pas quelle est la voie impliquée dans l’induction de 
l’hepcidine chez les souris Il6-/- en réponse au LPS, mais il est certain qu’elle ne dépend pas 
de l’action de l’Il6 et de l’activation de la voie Stat3.  
Parallèlement à l’activation de cette voie, l’IL6 peut néanmoins agir sur l’hepcidine via STAT3 
de façon indirecte, au vu les résultats obtenus suite à une injection d’Il6 chez des souris 
C57BL/6. Mais nous pensons que seule la voie de signalisation inconnue est indispensable à 
l’induction de l’hepcidine, puisque les souris Il6-/- augmentent leur niveau d’hepcidine de la 
même façon que les souris C57BL/6 en réponse au LPS. 
 Nous pensons que cette nouvelle voie de signalisation est également activée lors de 
l’infection par E.coli, et qu’elle induit l’expression d’Hamp dans ce modèle. Cependant, nos 
résultats montrent que l’IL6 est importante pour la régulation de l’hepcidine dans ce cas.  
Alors comment l’IL6 pourrait-elle agir sur l’expression de l’hepcidine uniquement en cas 





 En réponse à l’infection par Escherichia coli 
Lors d’infections, les nombreux motifs pathogéniques présents à la surface des bactéries 
mais aussi les vésicules membranaires sécrétées par les bactéries (OMVs), modulent la 
réponse de l’hôte [259-261]. Les différentes réponses entre l’utilisation du LPS et l’infection 
par E.coli dépendent principalement de la présence d’autres facteurs bactériens lors de 
l’infection.  
  La première différence entre l’utilisation de PAMPs (LPS) et les bactéries est la 
présence de nombreux antigènes à la surface de ces dernières.  
Par exemple, le LPS n’est décrit que pour activer la voie du TLR4 et les voies de 
signalisation sous-jacentes (NfB, MAPK) [122, 204]. Cependant, il existe différents type de 
LPS, puisque l’obtention de différents sérotypes dépend de la procédure d’extraction du LPS 
ainsi que de la souche de la bactérie utilisée. Selon ces critères, la composition chimique 
finale du LPS ainsi que son activité biologique peuvent varier. Par exemple, l’injection de 
différents sérotypes de LPS chez le rat (O55:B5, O127:B8 ou O111:B4) n’induit pas la même 
réponse chez l’animal, certains provoquant une forte hausse de la température corporelle et 
d’autres pas [262]. Dans notre cas, le LPS utilisé pour notre modèle inflammatoire est du 
sérotype O55 alors que la souche SP15 d’E.coli porte de l’O18. Ces deux types de LPS 
pourraient donc induire des réponses différentes chez les souris, et participer aux différences 
observées entre nos deux modèles infectieux. 
Les bactéries présentent, elles, plusieurs motifs pathogéniques à leur surface, telle que des 
flagelles ou des antigènes d’enveloppe. Une étude réalisée chez le zebrafish a mis en 
évidence une grande variance dans la réponse de l’hôte, selon le type d’ExPEC (Extra 
intestinal Pathogen Escherichia coli) utilisé pour l’infection. Ces variations sont dues en 
partie à des différences dans les niveaux d’expression et le type de flagelline exprimée par 
les bactéries [263]. La présence de nombreux PAMPs dans le modèle E.coli pourrait donc 
également participer aux différences observées entre nos deux modèles infectieux. 
  Les vésicules membranaires externes, ou OMVs, sont des vésicules membranaires, 
d’environ 20 à 200 nm, sécrétées par différents organismes, tels les bactéries à Gram - et à 
Gram +, ou encore les cellules eucaryotes [264]. Escherichia coli ou encore Pseudomonas 
aeruginosa sécrètent de façon constitutive des OMVs, et des études biochimiques ont 
montré que ces vésicules contenaient à la fois des protéines de la membrane externe, des 
lipides de la membrane interne, mais aussi des protéines périplasmiques, de l’ADN, de 
l’ARN ou encore d’autres facteurs associés à la virulence de la bactérie [264-267].   
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Plusieurs études, réalisées chez la souris et le rat, ont montré que l’injection d’OMV 
provoquait le développement d’une réaction inflammatoire systémique proche de celle 
observée durant une infection, et que cette réaction était différente de celle provoquée par 
l’injection de LPS seul [268, 269]. De plus, une étude très récente a montré que la sécrétion 
des OMVs par la bactérie lui permettait de réduire la réponse immune de l’hôte (baisse de la 
sécrétion de cytokines, altération du recrutement de neutrophiles au site inflammatoire), via 
l’action de petits ARN contenus dans les OMVs [260].  
Dans notre modèle d’infection bactérienne, la sécrétion d’OMVs par E.coli pourrait donc 
moduler et atténuer la réponse de l’hôte alors qu’aucune vésicule n’est produite dans notre 
modèle LPS. En absence d’Il6, cette inhibition serait d’autant plus visible sur l’expression 
d’Hamp, et pourrait expliquer les différences entre nos deux modèles. 
L’utilisation d’OMV issus directement de la souche E.coli SP15, utilisée pour nos infections, 
pourrait permettre de comprendre les différences observées entre le LPS et le modèle 
bactérien chez les souris Il6-/-. Cela permettrait également de développer des modèles 
d’OMV pour tous les modèles d’infections associés (OMV de S.aureus ou de 





 Mécanismes d’action proposés 
Escherichia coli est une bactérie extracellulaire dont la croissance et la virulence nécessite 
des apports en fer ; une répression de l’hepcidine pourrait lui permettre d’accéder à des 
stocks en fer plus importants. Il est donc possible que la bactérie essaie de moduler 
l’expression de l’hepcidine de l’hôte, dans le but d’améliorer sa colonisation et sa virulence.  
L’IL6 pourrait protéger l’hôte de ce mécanisme bactérien, soit en l’inhibant, soit en renforçant 
la réponse de l’hôte. En effet, la littérature décrit un rôle essentiel de l’IL6 lors d’une infection 
par E.coli, pour une réponse immunitaire protectrice via le recrutement de neutrophiles, mais 
pas en réponse à une injection de LPS [270].  
Cette étude souligne donc la différence d’action de l’IL6 entre une infection par un organisme 
virulent et l'administration de LPS. 
  En réponse à l’Il6, l’expression de l’hepcidine est induite dans le foie des souris. 
L’Il6 est principalement décrite pour agir via l’activation de la voie Stat3 ; dans ce cas, nous 
pensons qu’une molécule intermédiaire est impliquée pour l’induction d’Hamp, au vu des 
décalages des profils d’expression de Socs3, cible transcriptionnelle directe de Stat3, et 
Hamp (Figure 29B). Il est également possible que l’induction de l’hepcidine par l’Il6 soit 
dépendante d’autres voies de signalisation, tels STAT1, la voie PI3K ou la voie ERK/MAPK 
[255]. Cependant, l’hypothèse qui implique la voie Stat3 semble la plus probable, puisque 
des souris invalidées pour Stat3 dans l’hépatocyte n’augmentent plus du tout leur hepcidine 
suite à une injection de térébenthine [137]. 
  En réponse au LPS, l’expression de l’hepcidine est également induite. Cependant, 
l’activation de la voie Stat3 n’est pas indispensable pour l’induction de l’hepcidine en réponse 
au LPS, puisque les souris Il6-/- régulent leur hepcidine de la même façon que chez les souris 
C57BL/6. Une autre voie de signalisation est donc nécessaire à l’augmentation d’expression 
d’Hamp en réponse au LPS (Figure 29A). En réponse au LPS, la seule activation de cette 
nouvelle voie de signalisation suffit à induire l’expression de l’hepcidine.  
  Lors d’une infection bactérienne, par E.coli par exemple, l’expression de 
l’hepcidine est induite, surement par la même voie impliquée en réponse au LPS (Figure 
29A). Cependant, la présence de PAMPs à la surface bactérienne et d’autres facteurs 
bactériens (comme les OMVs, par exemple) participent à la modulation et à l’inhibition de la 
réponse de l’hôte et c’est dans ce contexte infectieux que l’IL6 semble jouer un rôle clé 
(Figure 29C).  
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La répression de l’expression de l’hepcidine conduit à une augmentation de l’absorption de 
fer et à une augmentation du taux de fer sérique, via la modulation de l’expression de la 
ferroportine [271]. La littérature décrit la capacité des bactéries à moduler la réponse de 
l’hôte, soit par contact cellulaire direct, soit via l’expression d’ARN ou d’OMVs, des vésicules 
membranaires externes sécrétées par les bactéries [214, 264]. Les bactéries extracellulaires 
pourraient ainsi inhiber l’expression de l’hepcidine, en ciblant des voies de signalisation 
particulières, afin d’augmenter le taux de fer de l’environnement dans lequel elles évoluent.  
Notre hypothèse est que l’IL6 empêche cette modulation par la bactérie ; soit en la ciblant 
directement, mais la littérature ne décrit pas encore un tel processus, soit en renforçant le 
système immunitaire de l’hôte, puisque cette cytokine est une molécule clé de l’immunité. En 
cas de déficit en Il6, comme chez les souris Il6-/-, l’action inhibitrice de la bactérie n’est pas 
contrée, et l’hepcidine est moins induite chez les souris en réponse à l’infection.  
Figure 29. Voies de signalisation impliquées dans la régulation de l’hepcidine en réponse à l’IL6, au 
LPS et à une infection bactérienne. 
Lors d’une infection par E.coli, le LPS présent à sa surface va activer la voie de signalisation Stat3 (B), via 
l’action de l’Il6, ainsi qu’une autre voie de signalisation (A), actuellement non décrite. Nos résultats 
obtenus chez les souris Il6
-/-
 en réponse au LPS suggèrent que l’action de l’Il6 n’est pas indispensable à 
l’induction d’Hamp. Au contraire, nous suggérons un rôle essentiel de la voie de signalisation encore 
inconnue à ce jour, dans la régulation de l’hepcidine en réponse au LPS, ou à l’infection par E.coli. Lors de 
l’infection par E.coli, la bactérie module la réponse de l’hôte (C). Nous proposons que l’expression de 
l’hepcidine soit réprimée par un mécanisme bactérien, et que le rôle de l’IL6 soit d’empêcher cette 
































Il serait donc intéressant de quantifier et de comparer les taux de fer sérique chez les souris 
C57BL/6 et les souris Il6-/-, mais au vu des quantités d’hepcidine sérique chez ces souris, on 
peut supposer que le taux de fer sérique chez les souris Il6-/- est plus élevé que chez les 
souris C57BL/6, ce qui est bénéfique pour la croissance de la bactérie extracellulaire et son 
développement dans l’hôte. 
 
 3. Conséquences de l’inhibition chimique de la voie STAT3 
Il a déjà été montré que le déficit en Stat3 dans l’hépatocyte empêchait l’induction de 
l’hepcidine en réponse à une inflammation stérile provoquée par une injection de 
térébenthine [126, 137]. Nous l’avons vu, la voie STAT3 ne semble pas être la voie 
principale qui conduit à l’induction de l’hepcidine en réponse au LPS ou à E.coli. Cependant, 
l’action de l’Il6 seule permet l’induction de l’hepcidine in vivo, via l’activation de la voie Stat3 
ou l’activation d’autres voies (MAPK, PI3K).  
Nous avons donc voulu savoir quelle voie était impliquée dans la régulation de l’hepcidine 
via l’Il6. Pour cela, nous avons utilisé un inhibiteur de la phosphorylation de STAT3, le 
Stattic. Alors que nous avons validé son action inhibitrice in vitro, il nous a été impossible de 
la valider in vivo, malgré de nombreuses mises au point (doses, temps).  
Nous sommes actuellement en train d’envisager l’utilisation de souris invalidées pour Stat3 
dans les hépatocytes dans nos modèles.  
Nous pourrons alors confirmer ou non l’implication de STAT3 dans l’induction de l’hepcidine 
en réponse à l’Il6. Nous pourrons également envisager l’étude du facteur intermédiaire, si 
l’implication de la voie Stat3 est confirmée, en comparant les profils d’expression de souris 
sauvages et des souris Stat3hep-/- en réponse à l’infection.  
Enfin, l’utilisation de ces souris dans le modèle d’infection E.coli pourra confirmer ou 
d’infirmer notre hypothèse, qui propose le rôle majeur d’une nouvelle voie de signalisation 








 III. Conclusion générale 
En résumé, nos travaux ont confirmé que la régulation de l’hepcidine lors d’une inflammation 
ou d’une infection ne dépendait pas de l’action d’une seule voie de signalisation, comme 
souvent décrit dans la littérature. Nous proposons l’intervention d’une nouvelle voie dans 
l’induction de l’hepcidine en réponse au LPS ou à une infection bactérienne. 
  La voie BMP/SMAD est impliquée dans la régulation systémique de l’expression de 
l’hepcidine en condition physiologique, via l’action de BMP6 [151, 152]. Durant 
l’inflammation, l’augmentation de la phosphorylation des effecteurs Smad1/5/8 a suggéré 
l’existence d’un ligand activateur de cette voie, impliqué dans l’induction de l’hepcidine. 
L’activine B a été proposée comme étant ce ligand activateur dans le foie, et son action sur 
l’expression de l’hepcidine a été validée in vitro sur des lignées d’hépatomes humains [38].  
 Nos résultats confirment bien que ce peptide est le principal ligand endogène de la 
voie de signalisation Bmp/Smad dans le foie, mais à l’inverse de notre hypothèse de départ, 
l’activine B ne module pas l’expression de l’hepcidine. Chez les souris Inhbb-/-, nous avons 
observé une induction de l’expression de l’hepcidine similaire à celle observée chez les 
souris C57BL/6, sans qu’il n’y ait une augmentation de la phosphorylation de l’effecteur 
Smad5. Ces résultats suggèrent donc que l’augmentation de la phosphorylation des 
effecteurs Smad1/5/8 n’est pas nécessaire à l’induction de l’hepcidine.  
 Nous avons alors proposé que l’induction maximale de l’hepcidine soit conditionnée 
par le niveau d’activation basal de la voie Smad1/5/8. Cette hypothèse est confirmée par les 
résultats obtenus chez les souris invalidées pour Bmp6, qui présentent un faible niveau 
d’activation basal de la voie Smad1/5/8 ; en réponse au LPS, et malgré une forte 
augmentation de la phosphorylation des Smad1/5/8, similaire à celle observée chez les 
souris C57BL/6, l’expression de l’hepcidine n’est pas induite, montrant bien qu’il n’y a pas de 
lien entre l’induction de l’hepcidine et la quantité de Smad5 phosphorylé lors d’une 
inflammation.  Nous proposons donc un modèle dans lequel un niveau d’activation basal 
approprié de la voie BMP/SMAD est essentiel à l’induction de l’hepcidine.  
 Enfin, l’activine B n’agit pas sur l’expression de l’hepcidine, malgré sa capacité à 
induire la phosphorylation des facteurs Smad1/5/8 dans le foie. Nous proposons que la 
phosphorylation des facteurs Smad observée en réponse à l’inflammation par WB ne soit 
pas localisée dans l’hépatocyte mais dans d’autres cellules du foie, ce qui expliquerait 
l’absence d’effet sur l’expression de l’hepcidine. L’activine B pourrait par exemple participer 
au développement de fibroses hépatiques. 
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  Actuellement, la littérature décrit un rôle prépondérant la voie STAT3 et de l’IL6 
dans l’induction de l’hepcidine lors d’inflammation. Cependant, nos observations réalisées 
chez les souris Il6-/- en réponse au LPS suggèrent que cette voie n’est pas strictement 
nécessaire à l’induction de l’hepcidine dans ce modèle. Alors que son activation est altérée 
en absence d’Il6, aucun effet délétère sur l’induction de l’hepcidine n’a été observée dans le 
foie des souris Il6-/- en réponse au LPS.  
Nous validons le dogme selon lequel l’IL6 est un inducteur de l’hepcidine in vivo. Cependant, 
nous remettons en question : 
- L’action directe de Stat3 sur le promoteur de l’hepcidine, au vu des décalages de 
cinétique de l’hepcidine et de l’activation de la voie Stat3 ainsi que l’expression d’une 
de ces cibles directes, Socs3 ; 
- L’absolue nécessité de l’activation de cette voie pour qu’il y ait une induction 
d’hepcidine 
En ce qui concerne le mécanisme d’action de Stat3 sur l’hepcidine, nous proposons 
l’intervention d’une molécule intermédiaire, dont l’expression serait directement régulée par 
Stat3, comme Socs3, et qui serait capable d’agir au sein du promoteur de l’hepcidine. Nous 
avons évalué l’expression de certains gènes décrits comme répondant à ces critères (Errg, 
Cepb) mais leur profil d’expression ne correspond pas à la molécule recherchée.  
En réponse au LPS, nos résultats sont clairs : l’IL6 n’est pas requise pour que l’expression 
de l’hepcidine soit induite. Nous proposons l’implication d’une nouvelle voie de signalisation 
dans la régulation de l’hepcidine lors d’inflammation. D’autres voies de signalisation (NFB), 
d’autres facteurs de transcription (C/EBP), d’autres cytokines (IL1B) sont décrites pour 
participer à son induction, mais nous n’avons pas encore pu déterminer lesquels étaient 








































































 Annexe n°2 : Moyennes et écart-type des valeurs -Ct des gènes Il6, Tnf et Il1b 
chez les souris C57BL/6 
 
  
Moyennes -Ct Ecart-type -Ct 
  
Il6 Tnf Il1b Il6 Tnf Il1b 
Staphylococcus 
aureus 
NI -10,37 -8,44 -5,39 0,30 0,69 0,33 
0,5h -6,90 -6,18 -1,95 1,442 1,934 0,925 
2h -7,99 -5,43 -2,41 0,845 1,079 0,433 
4h -7,10 -5,26 -2,56 0,789 0,770 0,462 
14h -11,77 -7,59 -5,77 1,371 1,220 0,878 
48h -10,47 -7,18 -3,85 0,765 0,982 0,983 
Escherichia coli 
NI -10,80 -8,64 -4,90 0,966 0,348 0,636 
0,5h -3,40 -3,04 0,02 0,947 1,103 0,956 
1h -2,87 -2,56 0,69 0,742 0,731 0,803 
2h -4,68 -2,49 -0,86 0,402 0,574 0,553 
4h -4,41 -2,39 -0,92 0,533 0,694 0,830 
6h -5,67 -3,01 -0,67 0,587 0,470 0,756 
8h -6,76 -5,35 -2,74 0,368 0,554 0,325 
16h -7,14 -5,54 -2,54 0,985 0,565 1,010 
20h -6,74 -5,40 -2,25 1,348 0,685 0,892 
24h -6,09 -6,40 -3,29 0,999 0,168 0,368 




NI -10,33 -8,13 -5,02 1,190 1,102 1,143 
6h -7,05 -4,31 -1,90 1,290 0,365 1,103 
24h -8,20 -5,17 -3,21 1,266 1,290 0,979 
48h -6,50 -3,07 -1,00 1,362 1,158 1,273 
72h -5,77 -1,82 0,11 0,462 0,682 0,376 
96h -5,13 -1,24 0,75 0,601 0,255 0,134 
120h -5,06 -1,61 0,69 0,247 0,120 0,113 
LPS 
NI -11,17 -8,17 -5,85 0,526 0,505 0,544 
0,5h -3,17 -1,54 -0,33 0,774 0,654 0,432 
1h -2,44 -1,05 0,57 0,763 0,488 0,493 
2h -3,91 -2,16 -0,67 0,980 0,288 0,370 
4h -4,36 -2,33 -1,03 0,364 0,336 0,175 
6h -4,25 -2,15 -1,06 0,552 0,497 0,452 
8h -5,86 -3,48 -2,22 0,303 0,078 0,248 
10h -7,04 -4,55 -3,62 0,452 0,815 0,517 
12h -5,72 -3,56 -2,56 0,202 0,074 0,248 
15h -7,61 -4,76 -3,40 1,358 0,810 0,509 
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Two points can be suggested from our study. First, considering
the fact that early cirrhosis may be missed by the current
ultrasonography-based surveillance methods,4 a more careful sur-
veillance protocol might be applied in patients with early cirrho-
sis. Second, although the sensitivity of the LS value is not
sufficient by itself, a scoring system using the LS value with other
relevant variables may lead to much more improved sensitivity.2,5
However, because our concept of “subclinical cirrhosis” has not
been externally validated, the role of TE and the corresponding
optimal cutoff LS value in the surveillance setting in both treated
and untreated patients with chronic hepatitis B should be further
investigated in future prospective studies.
MI NA KIM, M.D., PH.D.1
KWANG-HYUB HAN, M.D.1,2
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Evidence for IL-6/STAT3-Independent Induction of Lipocalin-2 in the
Liver of Mice Infected With Escherichia coli
To the Editor:
We read with great interest the article by Xu et al.,1 who demon-
strated that hepatocytes are responsible for more than 90% of the
highly elevated serum level of lipocalin-2 (LCN2) after bacterial infec-
tion with Klebsiella pneumonia or Escherichia coli. During infection,
bacteria acquire much of their iron from the host by synthesizing side-
rophores that scavenge iron and transport it to the pathogen. Upon
encountering bacteria, the Toll-like receptors on immune cells and
hepatocytes stimulate the transcription, translation, and secretion of
LCN2. Secreted LCN2 then limits bacterial growth by sequestrating
the iron-laden polycarboxylate-type siderophores.2
Although Xu et al.1 conclude that hepatic interleukin-6 (IL-6)
receptor and signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)
activation play a key role in stimulating LCN2 production by hepato-
cytes after bacterial infection, they do not provide data supporting
this mechanism of LCN2 induction after E. coli infection. We
have shown that lipopolysaccharide (LPS) strongly induces Lcn2
messenger RNA in the liver of both Il-6–/– and wild-type (WT)
mice (Fig. 1A), which suggests that induction of Lcn2 by LPS
is not Il-6-dependent. In addition, despite the fact that Stat3 is
not activated 4 hours after infection with E. coli (footpad injec-
tion of 108 colony-forming units) in Il6–/– as it is in WT mice
(Fig. 1B), Lcn2 messenger RNA is similarly induced in the liver
of both WT and Il6–/– mice (Fig. 1C). As expected from this
strong induction of Lcn2, WT and Il-6–/– show comparable bac-
terial clearance in the blood 4 and 28 hours after infection (Fig.
1D). Altogether, these data demonstrate that IL-6 activation of
the STAT3 signaling pathway is unlikely to be the primary
determinant of LCN2 induction after E. coli infection.
Earlier studies have shown that IL-1b is a positive regulator of
LCN2 expression through activation of nuclear factor-jB. Mutations
in the IL-1b responsive elements in the LCN2 promoter abolish IL-1b
or LPS-induced expression of LCN2.2 Interestingly, IL-1b negatively
regulates IL-6-induced STAT3 activation in hepatocytes in a p38MAPK-
dependent nuclear factor-jB–independent manner involving phospho-
rylation of the IL-6 receptor subunit gp130 and its subsequent internal-
ization and degradation.3 Thus, a critical role of IL-1b, rather than IL-
6/STAT3, in the induction of LCN2 after E. coli infection may well
explain why Lcn2 messenger RNA remains high while Il-6-induced
Stat3 activation is suppressed 28 hours postinfection inWTmice.
AURE´LIE GINESTE, M.SC.
PATRICIA MARTIN, PH.D.
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Reply:
We greatly appreciate the comments raised by Gineste et al. As
we mentioned in our article,1 we examined Klebsiella pneumonia
infection in interleukin-6 knockout (Il-6–/–) mice while exploring
the possible mechanisms underlying liver lipocalin-2 (LCN2) regula-
tion. We measured serum LCN2 levels after K. pneumonia challenge.
In agreement with the results from Gineste et al., we obtained com-
parable serum LCN2 levels in wild-type and Il-6–/– mice 12 and 24
hours post–K. pneumonia injection. However, Il-6–/– mice became
very ill and moribund 12 hours post–K. pneumonia challenge, sug-
gesting that Il-6–/– mice are more susceptible to bacterial infection.
These findings are consistent with several previous reports.2-4
We cannot simply exclude the role of the IL-6/IL-6R/signal
transducer and activator of transcription 3 (STAT3) signaling in
regulating liver LCN2 production based on the data from Il-6–/–
mice because Il-6–/– mice have much higher bacterial titers and
much higher levels of other cytokines in the serum (e.g., IL-6 fam-
ily cytokines, IL-1) than wild-type mice postinfection, and these
cytokines can compensate to induce LCN2 production in hepato-
cytes. In addition, Gineste et al. used very high doses of lipopoly-
saccharide (1000 ng/g body weight) and Escherichia coli, which up-
regulated liver Lcn2 messenger RNA by more than 1000-fold,
while in our studies a lower dose of bacteria was used, and hepatic
expression of Lcn2 messenger RNA was up-regulated by less than
50-fold.1 Thus, it is likely that compensatory elevation of other
mediators promotes hepatic Lcn2 messenger RNA up-regulation in
Il26–/– mice.
In our article, we used hepatocyte-specific IL-6 receptor knock-
out mice (IL-6RHep–/–) in which IL-6/IL-6R signaling was only
disrupted in hepatocytes, while the effects of IL-6 on other cell
types, especially immune cells, remained intact. We believe that IL-
6RHep–/– mice are more suitable for studying the regulation of
LCN2 in the liver by IL-6. We observed lower LCN2 levels in IL-
6RHep–/– mice 8 and 24 hours after bacterial challenge than those
in wild-type mice; however, similar levels of serum LCN2 levels
were observed in IL-6RHep–/– and wild-type mice 36 hours after
K. pneumonia challenge. This suggests that IL-6 plays an important
role in inducing LCN2 production in hepatocytes at an early stage
of bacterial infection and other cytokines (e.g., murine IL-6 family
cytokines and IL-1) may compensate to induce the production of
LCN2 in the absence of the liver IL-6/IL-6R signaling pathway at
later stages of host defense.
Fig. 1. (A) Expression of Lcn2 was measured by quantitative polymerase chain reaction in the liver of Il-6–/– and WT mice sacrificed at differ-
ent time points (n5 3-6/time point) after an LPS challenge (1 mg/g). Analysis of variance was used to test planned contrasts in Lcn2 expres-
sion. At each time point, Lcn2 expression was significantly induced by LPS in both WT and Il-6–/– mice (95% confidence intervals for the fold
changes do not include 1). Notably, Lcn2 did not respond differently to LPS in Il-6–/– relative to WT mice (not significant, P> 0.05). (B) Immu-
noblots show that E. coli (108 colony-forming units) transiently activates Stat3 in the liver of WT, but not Il6–/–, mice. (C) However, induction of
Lcn2 messenger RNA is not significantly lower in Il6–/– than in WT mice (n5 6-9/time point; not significant, P> 0.05). (D) Escherichia coli
colony-forming units in the blood of infected WT and Il6–/– mice are not statistically different (not significant, P> 0.05). Abbreviation: NS, not
significant.
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Background & aims. Hepcidin upregulation in the liver of mice challenged with LPS or infected with 
E. coli coincides with a strong increase in Smad1/5/8 phosphorylation, which was attributed to the 
induction of Inhbb mRNA (coding for activin B) in these mice. Indeed, in addition to activating 
canonical SMAD2/3 signaling, activin B was shown to induce non-canonical SMAD1/5/8 signaling and 
hepcidin expression in hepatoma cell lines and in mouse primary hepatocytes. Our aim was to 
investigate the cause and effect relationship between activin B, Smad1/5/8 phosphorylation, and 
hepcidin in vivo.  
Methods. We challenged Inhbb-/- mice (deficient in activin B) with LPS or infected them with a 
septicemic E. colistrain.  
Results. Although activation of both canonical Smad2/3 and non-canonical Smad1/5/8 signaling in 
response to inflammation was strongly suppressed in these mice, hepcidin expression (mRNA and 
protein) was induced to levels similar to wild-type mice, showing that in vivo hepcidin upregulation 
by inflammation is independent of liver activation of Smad1/5/8 signaling by activin B. Further 
confirmation was provided by Bmp6-deficient mice that, despite induction of activin B and 
Smad1/5/8 signaling similar to wild-type mice, have considerably lower amounts of circulating 
hepcidin than wild-type animals when challenged with LPS. 
Conclusions. These data demonstrate that, in contrast to Smad1/5/8 activation by iron, Smad1/5/8 
activation by inflammation is not governing upregulation of hepcidin expression in vivo. They suggest 
that production of activin B by the liver is a biomarker of bacterial infection rather than a key player 
in anemia of inflammation.  
 
Abstract word count: 246 
 
Lay summary 
Smad1/5/8 signaling in the liver is activated both by iron through the induction of BMP6 and by 
inflammation through the induction of activin B. However, in contrast to activation of Smad1/5/8 by 
BMP6, activation by activin B has no impact on the master regulator of iron metabolism, hepcidin. 
Activin B produced by the liver is a biomarker of bacterial infection rather than a key player in 




Eukaryotic cells and most prokaryotic organisms require iron to maintain essential biological 
functions such as oxygen transport, energy metabolism, and DNA synthesis. Not surprisingly, intense 
competition for iron between host and pathogen occurs during the course of infectious diseases, and 
the availability of this metal can have a significant impact on both pathogen virulence and host anti-
microbial defenses. Several recent reviews have discussed the mechanisms used by microbes to 
acquire iron during infection of higher organisms, and the importance of this process in the 
expression of virulence characteristics [1, 2]. In turn, the mammalian immune system has the 
capacity to manipulate iron levels in order to limit the multiplication of pathogen organisms. It does 
so mainly through the upregulation of the liver hormone hepcidin that controls systemic iron 
availability [3]. 
 
Iron is absorbed from the diet by intestinal enterocytes and recycled from senescent or damaged red 
blood cells by macrophages. The export of iron across the basolateral membrane of enterocytes and 
from iron-recycling macrophages is ensured by the sole known iron exporter, ferroportin [4]. 
Hepcidin binds to ferroportin and causes its internalization and degradation [5, 6]. The loss of 
ferroportin from the cell surface prevents iron efflux from intestinal enterocytes and from 
macrophages, leading to iron retention in these cells and subsequent hypoferremia. Hepcidin-
mediated degradation of ferroportin reduces the iron supply to erythropoiesis and is a major factor 
in the development of anemia of inflammation, a complication of most chronic bacterial, fungal, viral 
or parasitic infections with systemic manifestations, but also of rheumatologic disorders, systemic 
autoimmune disorders, inflammatory bowel disease, chronic kidney disease, and some malignancies 
[7]. At the same time, the functional iron deficiency caused by elevated levels of hepcidin restricts 
iron availability to extracellular microbial invaders such as Escherichia coli, thus reducing their 
proliferation and contributing to the host defense [8].  
 
Hepcidin induction during inflammation is partly due to direct transcriptional regulation by the 
interleukin 6 (IL6)/signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) pathway [9-11]. 
However, dependence on signaling by ligands of the TGF-β superfamily has also been demonstrated 
[12-17]. Members of the TGF-β superfamily of signaling molecules, including TGF-βs, BMPs, and 
activins, participate in a diverse array of biological functions by binding to complexes of type II and 
type I serine threonine kinase receptors to induce phosphorylation of receptor activated SMADs (R-
SMADs) [18, 19]. TGF-βs and activins generally activate phosphorylation of SMADs 2 and 3, whereas 
BMPs phosphorylate SMADs 1, 5, and 8. Phosphorylated R-SMADs then complex with SMAD4, 
 translocate to the nucleus, and regulate gene transcription. Liver BMP6-SMAD1/5/8 signaling is 
stimulated by iron [20, 21] and induces hepcidin transcription via specific BMP responsive elements 
on the hepcidin gene (HAMP) promoter [22, 23]. Pharmacological inhibition of BMP type I receptors 
by dorsomorphin [24] or an optimized derivative, LDN-193189 [25], has been shown to block 
hepcidin induction, increase iron availability, and ameliorate anemia in different animal models of 
inflammation [14, 15, 17], suggesting that SMAD1/5/8 signaling also has a role in hepcidin regulation 
during inflammation.  
 
Interestingly, we observed that liver Smad1/5/8 signaling was stimulated by lipopolysaccharide (LPS) 
even in Bmp6-deficient mice [26] and suggested that, rather than Bmp6, activin B could be the 
activating ligand of this pathway during inflammation. There was indeed a dramatic induction of 
Inhbb mRNA, encoding activin B, in the liver of mice challenged with LPS, slightly preceding an 
increase in Smad1/5/8 phosphorylation and Hamp mRNA [16]. In liver cells in vitro, activin B 
stimulated not only canonical SMAD2/3 but also non-canonical SMAD1/5/8 signaling and hepcidin 
expression with similar or modestly reduced potency compared with BMP6 [27]. Finally, 
pretreatment with a BMP type I receptor inhibitor showed that the effect of activin B on hepcidin 
expression in liver cells was entirely attributable to its effect on non-canonical SMAD1/5/8 signaling 
[16]. However, although these data demonstrate that activin B potently crossactivates non-canonical 
SMAD1/5/8 signaling to induce hepcidin expression in hepatocytes in vitro, they do not definitively 
prove the role of activin B in hepcidin induction in vivo. Therefore, the goal of the present study was 
to challenge Inhbbtm1Jae mice (deficient in activin B) with LPS or infect them with E. coli and examine 
whether, as expected from the in vitro data, the lack of activin B prevents stimulation of both 
canonical Smad2/3 and non-canonical Smad1/5/8 signaling and induction of hepcidin in these mice. 
 Material and Methods 
 
Murine models. To examine the importance of activin B on hepcidin upregulation by inflammation, 7 
to 8-week-old B6.129S4-Inhbbtm1Jae/J (Inhbb-/-; deficient in activin B) and wild-type controls on the 
same genetic background (C57BL/6) were challenged with an intraperitoneal injection of LPS 
(serotype 055:B5; Sigma; 1μg/g body weight) and livers were harvested at different time points 
(baseline, 2h, 4h, 6h, 15h and 24h) following injection. B6.129S4-Inhbbtm1Jae/J mice and wild-type 
controls were also infected with E. coli SP15 (108 CFU; footpad injection) and livers were harvested at 
baseline, 2, 4, 20 and 28 hours post-infection. To examine the correlation between Smad1/5/8 
signaling and hepcidin levels, 7 to 8-week-old Bmp6 null mice (Bmp6m1Rob) [28] and wild-type mice on 
a CD1 background were challenged with an intraperitoneal injection of LPS (1μg/g body weight) and 
livers were harvested 4 hours later. Induction of activin B was also examined in the liver of C57BL/6 
mice infected intraperitoneally with Salmonella enterica serovar typhimurium SL1344 (104 CFU), 
Staphylococcus aureus Newman (2x108 CFU), or of mice that received Plasmodium berghei K173-
infected red blood cells (106) or a subcutaneous intracapsular injection of oil of turpentine (5mL/kg; 
Sigma). Mice were sacrificed at the indicated times 2 hours to 11 days after injection. All experiments 
were performed on males and mice received a diet with standard iron content (250 mg iron/kg; 
SAFE, Augy, France). The number of mice challenged at each time point is indicated on 
Supplementary Table 1. Experimental protocols were approved by the Midi-Pyrénées Animal Ethics 
Committee.  
 
Quantitation of mRNA levels. Total RNA from mouse liver was extracted using Isol-RNA lysis reagent 
(5 PRIME). cDNA was synthesized using MMLV-RT (Promega). The sequences of the primers for the 
Inhbb, Hamp, Id1, Smad7, Il6, Il1, Tnf, Crp, Saa3, and Lcn2 target genes and the reference gene Hprt 
are listed in Supplementary Table 2. Quantitative PCR (Q-PCR) reactions were prepared with 
LightCycler® 480 DNA SYBR Green I Master reaction mix (Roche Diagnostics) and run on a 
LightCycler® 480 System (Roche Diagnostics). ΔCt values were obtained by subtracting the reference 
gene Ct to the target gene Ct. 
 
Serum hepcidin. Serum hepcidin levels were quantified using the Intrinsic LifeSciences (La Jolla, CA) 
Hepcidin-Murine Compete™ competitive ELISA. 
 
 Protein extraction. Livers were homogenized in a FastPrep®-24 Instrument for 15 sec at 4 m/s. The 
lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8, 150 mM NaCl, 5mM EDTA, pH 8, 0,1% NP-40) included inhibitors 
of proteases (complete protease inhibitor cocktail, Roche Applied Science) and of phosphatases 
(phosphatase inhibitor cocktail 2, Sigma-Aldrich). Liver proteins were quantified using the Bio-Rad 
Protein Assay. 
 
Western blot analysis. Fresh protein extracts were diluted in Laemmli buffer (Sigma-Aldrich), 
incubated for 5 minutes at 95° C, and subjected to SDS-PAGE. Proteins were then transferred to 
nitrocellulose membranes (Amersham). Membranes were blocked with 5% of dry milk in TBS-T buffer 
(10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.15% Tween 20). They were incubated with a rabbit 
antibody to phospho-Smad5 (Epitomics), phospho-Smad2 (Cell Signaling), or phospho-Stat3 (Cell 
Signaling) at 4° C overnight, and washed with TBS-T buffer. Following incubation with a goat anti-
rabbit IgG antibody (Cell Signaling) conjugated to horseradish peroxidase (HRP), enzyme activity was 
visualized by an ECL-based detection system (Millipore). Blots were then stripped and reprobed with 
a rabbit antibody to Smad5 (Epitomics), Smad2 (Cell Signaling), or Stat3 (Cell Signaling) 2 hours at RT 
before incubation with the goat anti-rabbit HRP-linked antibody. Blot imaging and analysis was 
performed on a Chemidoc MP Imaging System (Bio-Rad) with the Image Lab software. 
 
Statistical analyses. Means of quantitative PCR ΔCt values and serum hepcidin (log-transformed) in 
mice of the different genotypes were compared with ANOVA (one- or two-way, as applicable) 
followed by Sidak’s multiple comparison tests of planned contrasts between pairs of means and 
calculation of 95% confidence intervals (CI) for the ΔΔCts. Point estimates of the fold changes in gene 
expression between 2 groups (2-ΔΔCt) and their 95% CI were obtained by antilog2 transformation of 
the means and confidence limits of -ΔΔCts [29]. 
 
 Results 
The lack of activin B has no impact on the liver production of inflammatory cytokines and acute 
phase proteins following endotoxin treatment or bacterial infection. Inhbb-/- animals (lacking activin 
B) present with a failure of eyelid fusion at birth and females show increased gestation time and 
decreased nursing ability [30]. We therefore mated Inhbb+/- mothers to Inhbb-/- fathers to obtain the 
Inhbb-/- males used in this study. The inflammatory response induced by LPS or by E. coli infection in 
wild-type and Inhbb-/- mice was compared at different time points (2, 4, 6, 15 and 24h for LPS; 2, 4, 
20 and 28h for E. coli infection) following challenge with LPS (Fig. 1A & 2A) or with E. coli. (Fig. 1B & 
2B). As shown on Fig. 1 and 2, both the magnitude of the induction and the evolution over time of 
the expression of the genes coding for the inflammatory cytokines Il-6, Il-1, and Tnf, the opsonins C-
reactive protein (Crp) and serum amyloid A3 protein (Saa3), and the iron metabolism-related protein 
lipocalin-2 (Lcn2) were similar in wild-type and in Inhbb-/- mice. Therefore, the liver production of 
inflammatory cytokines and innate immunity proteins does not appear affected by the lack of activin 
B. 
 
Activin B is responsible for liver activation of both canonical and non-canonical Smad signaling 
following challenge with LPS or E. coli in vivo. In liver hepatoma cell lines and in mouse primary 
hepatocytes, activin B stimulates both canonical SMAD2/3 and non-canonical SMAD1/5/8 signaling 
[27]. To examine whether, as expected from the in vitro data, the lack of activin B prevents 
stimulation of canonical Smad2/3 and non-canonical Smad1/5/8 signaling in vivo, we compared by 
western-blot analysis Smad2 and Smad5 phosphorylation levels in the liver of wild-type and Inhbb-/- 
mice challenged with LPS or infected with E. coli. As shown in Fig. 3, whereas these inflammatory 
stimuli strongly induce Smad2 and Smad5 phosphorylation 4 hours after LPS stimulation (Fig. 3A) or 
post E. coli infection (Fig. 3B) in wild-type mice, none of these Smad effectors is activated in mice 
deficient for activin B. These data clearly demonstrate that activation of Smad1/5/8 signaling 
observed in vivo in mice submitted to an inflammatory challenge results directly from the strong 
induction of activin B mRNA seen after LPS administration [16] or after E. coli infection 
(Supplementary Fig. 1). 
 
Unexpectedly, hepcidin is induced by LPS or E. coli infection in the absence of Smad1/5/8 activation 
by activin B. In human hepatoma-derived cells and in mouse primary hepatocytes, activin B not only 
induces SMAD1/5/8 phosphorylation but also hepcidin expression [16, 27]. Furthermore, 
pretreatment of these cells with the BMP type I receptor inhibitor LDN-193189 prevents both the 
induction of SMAD/5/8 phosphorylation and the upregulation of the hepcidin (HAMP) gene 
 expression by activin B [16], suggesting that, at least in vitro, the effect of activin B on hepcidin 
expression is attributable to the activation of non-canonical SMAD signaling. Since activin B also 
activates non-canonical Smad1/5/8 signaling in vivo (Fig. 3), we expected that induction of hepcidin 
expression in response to LPS administration or to E. coli infection would be impaired in Inhbb-/- mice. 
However, the magnitude of hepcidin mRNA induction and its evolution over time was unexpectedly 
similar in wild-type and in Inhbb-/- mice challenged with LPS (Fig. 4A) or infected with E. coli (Fig. 4B). 
To confirm the data at the protein level, serum hepcidin was quantified by competitive ELISA in wild-
type and in Inhbb-/- mice before and 4 hours after a LPS-challenge. As suggested by the quantitative 
PCR data, and similarly to wild-type mice, Inhbb-/- mice produce on average three times more 
hepcidin after endotoxin administration (Fig. 4C). These results show that neither activation of 
Smad1/5/8 signaling nor activin B induction are necessary for upregulation of hepcidin production by 
inflammatory stimuli such as LPS administration or E. coli infection. Hepcidin induction during 
inflammation was previously shown to be partly due to direct transcriptional regulation by the 
IL6/STAT3 pathway [8-10]. Four hours after challenge with LPS or infection with E. coli, Stat3 
phosphorylation was similarly induced in wild-type and in Inhbb-/- mice (Fig. 3A & B), suggesting a 
preponderant role of Stat3 activation in hepcidin induction by inflammatory stimuli. 
 
Remarkably, a strong activation of Smad1/5/8 signaling by inflammatory stimuli is not consistently 
leading to a proportionate elevation of hepcidin expression. Mice lacking the iron-inducible 
Smad1/5/8-activating ligand Bmp6 have very low basal hepcidin levels [26]. However, they respond 
to LPS by inducing liver expression of Inhbb as much as wild-type mice [16] and, as shown on Fig. 5A, 
this leads to a similar induction of Smad1/5/8 phosphorylation in the two categories of mice. 
Importantly, despite a marginally significant increase in the amount of circulating hepcidin 4 hours 
after a LPS challenge in Bmp6-/- mice, the level reached after stimulation remains similar to that in 
unchallenged wild-type animals and about 3 times lower than that in LPS-challenged wild-type mice. 
These data clearly demonstrate that there is no proportionality between Smad1/5/8 signaling and 
hepcidin production in the inflammatory context. They further suggest that, although activin B is 
directly responsible for liver activation of Smad1/5/8 signaling in vivo, this signaling pathway is not 
governing upregulation of hepcidin production in animals submitted to inflammatory stimuli.  
 
In contrast to activation of Smad1/5/8 by iron, activation of Smad1/5/8 by inflammation has no 
impact on the expression of the hepatocyte targets Id1 and Smad7. Circulating iron and tissue iron 
both activate the Smad1/5/8 signaling cascade in the hepatocyte, which leads to the induction not 
only of hepcidin mRNA but also of the mRNA of other targets such as Id1 and Smad7 [20, 21]. We 
therefore examined whether activation of Smad1/5/8 phosphorylation by inflammation was also 
 accompanied by an induction of Id1 and Smad7 gene expression. As shown on Fig. 6A & B, neither 
LPS nor E. coli infection led to the induction of Id1 or Smad7 mRNA in the liver of either wild-type or 
Inhbb-/- mice. Id1 mRNA expression was strongly repressed at the earliest time point (2 hours) but 
returned to baseline at 4 hours. Smad7 mRNA expression was also strongly repressed at 2 hours post 
LPS challenge or post E. coli infection, and remained below baseline for the whole timing. Notably, 
there were no differences in the kinetics of expression of these two genes between wild-type and 
Inhbb-/- mice. These data point out major differences between Smad1/5/8 activation by iron and by 
inflammation. Indeed, whether there is a good concordance between Smad1/5/8 activation by iron 
and induction of Hamp, Id1, and Smad7 gene expression [20, 21], such a concordance is totally 
lacking in the inflammatory context. 
 
Upregulation of activin B in the liver appears restricted to bacterial infections. The present data 
show that activin B has no physiological role in hepcidin induction by inflammation in vivo and the 
purpose of activation of both canonical Smad2/3 and non-canonical Smad1/5/8 signaling by activin B 
in this context is particularly interesting and should stimulate future research. To determine whether 
activin B gene expression is induced in any type of inflammation, we infected mice with different 
pathogens (bacteria, parasite) and injected them with turpentine to cause sterile tissue abscess. As 
shown on Fig. 7, liver Inhbb mRNA expression was induced not only in a mouse model of infection 
with the Gram-negative extracellular pathogenic bacteria E. coli (Fig. 7A) but also in mice infected 
with the Gram-negative intracellular pathogenic bacteria Salmonella enterica serovar Typhimurium 
(Fig. 7B) or the Gram-positive Staphylococcus aureus (Fig. 7C). However, despite notable induction of 
hepcidin (Hamp) mRNA, liver Inhbb mRNA expression was not significantly increased in the malaria 
model induced by Plasmodium berghei K173-infected red blood cells (Fig. 7D) or in the sterile 
inflammation induced by turpentine (Fig. 7E). The present data therefore suggest that production of 




In the present study, we first showed that activin B, which is strongly induced by inflammatory 
stimuli such as LPS and bacterial infections, is actually the ligand that in vivo induces hepatic 
Smad1/5/8 phosphorylation in these conditions. Indeed, this signaling pathway is no longer activated 
in Inhbb-/- mice lacking functional activin B. However, lack of activin B and, as a consequence, lack of 
activation of Smad1/5/8 signaling does not impair the induction of hepatic hepcidin expression by 
these inflammatory stimuli. This was quite unexpected as activin B was found by us [16] and others 
[27] to induce Smad1/5/8 phosphorylation and hepcidin expression in cultured hepatoma cells or in 
primary hepatocytes. Furthermore, pre-treatment of HepG2 cells and mouse primary hepatocytes 
with the BMP type I receptor inhibitor LDN-193189 completely abolished activin B-mediated 
induction of Smad1/5/8 phosphorylation and hepcidin gene expression. Thus, activin B was using the 
classical BMP type I receptors to regulate Smad1/5/8 signaling and hepcidin expression when added 
to hepatocytes in vitro. The present data point out the limitations of using in vitro studies on 
hepatoma cell lines and primary hepatocytes that are removed from their natural environment in the 
liver. Previous examples of these difficulties exist in the literature. Indeed, many BMP ligands, 
including BMP2, BMP4, BMP6 and BMP9, have been reported to positively regulate hepcidin 
expression in vitro [31, 32]. However, in vivo, the endogenous regulator of hepcidin expression and 
iron homeostasis appears to be essentially BMP6, as the other Bmp molecules, which are functional 
in the severely iron overloaded Bmp6-deficient mice, do not compensate for the absence of Bmp6. It 
is thus important to exercise caution when generalizing results on the regulation of hepcidin gene 
expression obtained from in vitro experiments to the in vivo situation. 
 
Particularly puzzling in this study is the observation that a high level of Smad1/5/8 phosphorylation in 
the liver of mice challenged with LPS does not consistently lead to a high expression of hepcidin. 
Indeed, although LPS-treated Bmp6-/- and wild-type mice have similar induction of activin B and 
comparable activation of Smad1/5/8, the amount of circulating hepcidin in Bmp6-/- mice is about 
three times lower than in wild-type mice. This is in stark contrast to Smad1/5/8 activation by iron 
[20, 21] and could indicate that induction of Smad1/5/8 signaling by inflammatory stimuli takes place 
in non-parenchymal cells rather than in hepatocytes, which would explain its lack of impact on 
hepcidin expression or on the expression of other Smad1/5/8 targets in the hepatocytes such as Id1 
and Smad7. Recent data seem to suggest that, as for Bmp6 [33-36], non-parenchymal liver cells, 
most probably sinusoidal endothelial cells, are the predominant source of activin B [37]. However, in 
the absence of reliable tools for in situ analysis of Smad2/3 or Smad1/5/8 phosphorylation on 
histological slides, it is currently difficult to ascertain in which cells of the liver these signaling 
 cascades are activated. In the light of our data, it is likely that, in contrast to BMP6, activin B does not 
exert its effect on hepatocytes but rather on non-parenchymal liver cells. Further investigations are 
necessary to determine what are the exact target genes induced by this signaling. Activin B could for 
instance contribute to activation of the BMP pathway in liver sinusoidal endothelial cells, which could 
affect the endothelial response to inflammatory stimuli and leucocyte recruitment to the hepatic 
parenchyma [38, 39]. Alternatively, and similarly to activin A, activin B could mediate at least part of 
the action of TGF-β on the production of collagen in hepatic stellate cells [40, 41]. In response to LPS, 
TLR4 activation sensitizes hepatic stellate cells to TGF-β signaling, which leads to hepatic fibrosis [42]. 
It would be interesting to know whether it also sensitizes these cells to activin B which, as shown in 
this study, is strongly induced in bacterial infections. 
 
Bmp6-/- mice have strong impairment of Bmp signaling, likely similar to the one reached when 
treating wild-type animals with the BMP type I receptor inhibitor LDN-193189 or the BMP ligand 
antagonist ALK3-Fc. When challenged with LPS, they hardly increase their hepcidin production to the 
level seen in unchallenged wild-type mice. Much higher circulating hepcidin levels would be expected 
if the inflammation-induced activator of hepcidin transcription and hepatocyte BMP signaling had 
additive transcriptional effects on hepcidin promoter. Rather, our in vivo observations suggest 
transcriptional synergy between iron (BMP) and inflammation signaling and explain why lowering 
BMP signaling in the hepatocyte using LDN-193189 or ALK3-Fc is sufficient to attenuate the induction 
of hepcidin gene expression by various inflammatory stimuli [14, 15, 17]. A similar attenuation is 
observed when BMP signaling is genetically impaired, as here in Bmp6-/- mice or in mice with liver-
specific deletion of Alk3 [43]. The present data are compatible with the previously proposed synergy 
between IL6/STAT3 and BMP/SMAD signaling in regulating hepcidin [11]. They show that full 
induction of hepcidin expression by inflammatory stimuli requires a functional BMP6-activated 
signaling pathway in the hepatocyte but is independent of activin B and its activation of Smad1/5/8 
signaling that likely occurs in other cells of the liver. 
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 Figure legends 
 
 
Fig. 1. The lack of activin B has no impact on the production of inflammatory cytokines by the liver. 
Evolution over time of the mRNA expression of the inflammatory cytokines Il6, Il1, and Tnf was 
examined in wild-type and activin B (Inhbb)-deficient mice challenged with LPS (A) or infected with E. 
coli (B). Point estimates of the fold changes in gene expression relative to baseline (2-ΔΔCt) are shown 
on the graphs, together with their 95% confidence intervals (CIs). When the lower limit of the fold-
change CI exceeds 1, gene expression is significantly induced relative to baseline.  
 
Fig. 2. The lack of activin B has no impact on the production of acute phase proteins by the liver. 
Evolution over time of the mRNA expression of the acute phase proteins Crp, Saa3, and Lcn2 was 
examined in wild-type and activin B (Inhbb)-deficient mice challenged with LPS (A) or infected with E. 
coli (B). Point estimates of the fold changes in gene expression relative to baseline (2-ΔΔCt) are shown 
on the graphs, together with their 95% confidence intervals (CIs). When the lower limit of the fold-
change CI exceeds 1, gene expression is significantly induced relative to baseline.  
 
Fig. 3. Neither canonical nor non-canonical Smad signaling is activated by inflammatory stimuli in 
activin B (Inhbb)-deficient mice. Fresh membrane protein extracts were prepared from livers of wild-
type (WT) and activin B (Inhbb)-deficient mice 4 hours after a LPS challenge (A) or infection with E. 
coli (B). Phospho-Smad2, phospho-Smad5, phospho-Stat3, total Smad2, total Smad5, and total Stat3 
were detected by immunoblot techniques on a Chemidoc MP Imaging System (Bio-Rad).  
 
Fig. 4. Hepcidin induction by inflammatory stimuli is independent of activin B. Evolution over time 
of the hepcidin (Hamp) mRNA expression was examined in wild-type and activin B (Inhbb)-deficient 
mice challenged with LPS (A) or infected with E. coli (B). Point estimates of the fold changes in gene 
expression relative to baseline (2-ΔΔCt) are shown on the graphs, together with their 95% confidence 
intervals (CIs). When the lower limit of the fold-change CI exceeds 1, gene expression is significantly 
induced relative to baseline. Serum hepcidin levels were measured by competitive ELISA on wild-type 
and Inhbb-/- mice at baseline and 4 hours after LPS challenge (C). Values shown are geometric means 
 95% CIs. Comparisons of log-transformed serum hepcidin levels were made by two-way ANOVA 
followed by Sidak’s multiple comparison tests of planned contrasts. Results of comparisons with 
baseline levels in mice of the same genotype are shown above the bars. ****, p<0.0001. 
 
 Fig. 5. In Bmp6-deficient mice, hepcidin induction by inflammatory stimuli is not proportionate to 
the level of activation of Smad5 signaling in the liver. Fresh membrane protein extracts were 
prepared from livers of wild-type and Bmp6-/- mice. Phospho-Smad5 and total Smad5 were detected 
by immunoblot techniques on a Chemidoc MP Imaging System (Bio-Rad) (A). Serum hepcidin levels 
were measured by competitive ELISA on wild-type and Bmp6-deficient mice at baseline and 4 hours 
after LPS challenge (B). Values shown are geometric means  95% confidence intervals (CIs). 
Comparisons of log-transformed serum hepcidin levels were made by two-way ANOVA followed by 
Sidak’s multiple comparison tests of planned contrasts. Results of comparisons with baseline levels in 
mice of the same genotype are shown above the bars. Results of comparison between wild-type and 
Bmp6-/- mice are indicated by connecting lines. **, p<0.01; ***, p<0.001; ****, p<0.0001. 
 
Fig. 6. Activation of Smad1/5/8 by inflammation has no impact on the expression of the 
hepatocyte targets Id1 and Smad7. Evolution over time of the Id1 and Smad7 mRNA expression was 
examined in wild-type and activin B (Inhbb)-deficient mice challenged with LPS (A) or infected with E. 
coli (B). Point estimates of the fold changes in gene expression relative to baseline (2-ΔΔCt) are shown 
on the graphs, together with their 95% confidence intervals (CIs). When the upper limit of the fold-
change CI is below 1, gene expression is significantly repressed relative to baseline. 
 
Fig. 7. Activin B is upregulated in mouse models of bacterial infection but not in models of malaria 
or sterile inflammation. Evolution over time of the mRNA expression of the activin B (Inhbb) and 
hepcidin (Hamp) in wild-type mice infected with E. coli (A), Salmonella enterica serovar typhimurium 
(B), Staphylococcus aureus (C), Plasmodium berghei K173-infected red blood cells (D) or in mice 
injected with turpentine (E). Point estimates of the fold changes in gene expression relative to 
baseline (2-ΔΔCt) are shown on the graphs, together with their 95% confidence intervals (CIs). When 
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Supplementary Table 1. Number of mice (all males) used in the different inflammation models 
 
genotype stimulus/strain time-point 
          LPS baseline 2h 4h 6h 15h  24h 
WT C57BL/6 12 6 9 13 8 5 
Inhbb -/- C57BL/6 28 4 5 5 5 4 
WT CD1 4   4       
Bmp6 -/- CD1 4   4       
          E. coli baseline 2h 4h 20h 28h 
 WT C57BL/6 11 22 18 17 15 
 Inhbb -/- C57BL/6 9 4 8 6 6 
 
          Salmonella baseline 6h D1 D2 D3 D4 
WT C57BL/6 11 6 5 6 3 2 
          S. aureus baseline 2h 4h 14h 48h 
 WT C57BL/6 8 3 6 5 5 
 
          P. berghei baseline D2 D3 D5 D7 D11 
WT C57BL/6 8 5 5 5 5 5 
          turpentine baseline 6h 24h 48h 96h 
 WT C57BL/6 9 5 6 9 3 
 
         
 
 
Supplementary Table 2. Sequences of the primers used in quantitative PCR reactions 
 
  Forward (5’ -> 3’) Reverse (5’ -> 3’) 
Hprt CTG-GTT-AAG-CAG-TAC-AGC-CCC-AA CAG-GAG-GTC-CTT-TTC-ACC-AGC 
Inhbb TCA-GCT-TTG-CAG-AGA-CAG GAA-GAA-GTA-CAG-GCG-GAC 
Hamp AAG-CAG-GGC-AGA-CAT-TGC-GAT CAG-GAT-GTG-GCT-CTA-GGC-TAT-GT 
Il6 CTC-TGC-AAG-AGA-CTT-CCA-TCC-AGT CGT-GGT-TGT-CAC-CAG-CAT-CA 
Il1 ACC-TTC-CAG-GAT-GAG-GAC-ATG-AG CAT-CCC-ATG-AGT-CAC-AGA-GGA-TG 
Tnf CCA-CGC-TCT-TCT-GTC-TAC-TGA-AC GGT-CTG-GGC-CAT-AGA-ACT-GAT-G 
Crp GGC-TTC-TTT-GAC-TCT-GCT-TCC-A GCT-ACT-CTG-GTG-CCT-TCT-GAT-CA 
Saa3 CGA-GCA-GGA-TGA-AGC-CTT-CC GGC-TGT-CAA-CTC-CCA-GGA-TCA 
Lcn2 TCT-GTC-CCC-ACC-GAC-CAA-T CCA-GTC-AGC-CAC-ACT-CAC-CAC 
Id1 ACC-CTG-AAC-GGC-GAG-ATC-A TCG-TCG-GCT-GGA-ACA-CAT-G 





Supplementary Fig. S1. Induction of activin B (Inhbb) mRNA in C57BL/6 mice challenged with LPS 

































































































































































































































Point estimates of the fold changes in gene expression relative to baseline (2-ΔΔCt) are shown on the 
graphs, together with their 95% confidence intervals (CIs). When the lower limit of the fold-change CI 
exceeds 1, gene expression is significantly induced relative to baseline.  
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in response to EPO.
Hepcidin, themain regulatorof ironhomeostasis, is repressedwhenerythropoiesis isacutely
stimulated by erythropoietin (EPO) to favor iron supply to maturing erythroblasts. Eryth-
roferrone (ERFE) has been identified as the erythroid regulator that inhibits hepcidin in stress
erythropoiesis. A powerful hepcidin inhibitor is the serine protease matriptase-2, encoded by
TMPRSS6, whose mutations cause iron refractory iron deficiency anemia. Because this
condition has inappropriately elevated hepcidin in the presence of high EPO levels, a role is
suggested formatriptase-2 in EPO-mediated hepcidin repression. To investigate the relation-
ship between EPO/ERFE and matriptase-2, we show that EPO injection induces Erfe
messenger RNA expression but does not suppress hepcidin in Tmprss6 knockout
(KO) mice. Similarly, wild-type (WT) animals, in which the bone morphogenetic
protein–mothers against decapentaplegic homolog (Bmp-Smad) pathway is upregulated
by iron treatment, fail to suppress hepcidin in response to EPO. To further investigate
whether the high level of Bmp-Smad signaling of Tmprss6KOmice counteracts hepcidin
suppressionbyEPO,wegenerateddoubleKOBmp6-Tmprss6KOmice. Despite havingBmp-Smadsignaling andhepcidin levels that
are similar to WT mice under basal conditions, double KO mice do not suppress hepcidin in response to EPO. However, pharmacologic
downstream inhibitionof theBmp-Smadpathwaybydorsomorphin,which targets theBMP receptors, improves thehepcidin responsiveness
to EPO in Tmprss6 KO mice. We concluded that the function of matriptase-2 is dominant over that of ERFE and is essential in facilitating
hepcidin suppression by attenuating the BMP-SMAD signaling. (Blood. 2016;127(19):2327-2336)
Introduction
The production of red blood cells (RBCs) is a coordinated process that
requires both the growth factor erythropoietin (EPO) and an adequate
iron supply. EPO, produced by the kidney during hypoxia, stimulates
the erythroid cells proliferation and differentiation.1 To acquire iron,
essential for hemoglobin (Hb) synthesis, erythroid precursors release
soluble factors that suppress the expression of the hepatic iron
regulatory hormone hepcidin in order to increase iron absorption and
recycling.2
Hepcidin is an iron-regulated hepatic peptide hormone that controls
ironabsorptionat the intestinal level, and iron release frommacrophages
and hepatocytes.3,4 Hepcidin binds to the plasma membrane iron
exporter ferroportin and induces its endocytosis and degradation,
preventing release of iron into the plasma.5 Hepcidin expression is
regulated through the bone morphogenetic protein–mothers against
decapentaplegichomolog(BMP-SMAD)pathway.6BMP6,7,8 amember
of the transforming growth factor-b superfamily, binds to a complex of
BMP receptors and the co-receptor hemojuvelin (HJV),9 leading to the
phosphorylation of the SMAD1/5/8 proteins, which translocate to the
nucleus after complexing with SMAD4.10
When iron requirements of erythroid progenitor cells are increased,
hepcidin expression is repressed by one or several circulating erythroid
factors produced by the bone marrow (BM),11 in order to increase
dietary iron absorption and release iron stored in hepatocytes and
macrophages. Although several candidates have been proposed, such as
growth differentiation factor 15 (GDF15)12 and twisted gastrulation
BMP signaling modulator 1 (TWSG1),13 it has been recently demon-
strated that erythroferrone (ERFE)14 is the circulating erythroid
factor responsible for hepcidin suppression in acute response to
erythroid stress. ERFE is an EPO-responsive gene. Phlebotomized
mice or mice injected with EPO rapidly induce Erfe messenger
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RNA (mRNA) expression in erythroid precursors in the BM and
the spleen. In addition, Erfe knockout (KO) mice fail to suppress
hepcidin acutely in response to phlebotomy or EPO injections,
indicating that ERFE is required for rapid hepcidin suppression in the
setting of increased erythroid activity.
Matriptase-2 (encoded by the TMPRSS6 gene) is a serine protease
expressed mainly in the liver. In humans, mutations in the TMPRSS6
gene are responsible for a hereditary autosomal recessive disorder
characterized by iron-refractory iron-deﬁciency anemia (IRIDA).15
Patients andmatriptase-2–deﬁcient mice display microcytic hypochro-
mic anemia, low serum iron, and reduced transferrin saturation due to
high hepcidin level.16,17 In vitro studies have shown that matriptase-2
cleaves HJV,18 attenuating the BMP-SMAD pathway activation and
reducing hepcidin expression.
The relationship between ERFE and the in vivo hepatic inhibitor
of hepcidin, matriptase-2, remains to be clariﬁed. Indeed, despite
anemia and high serum EPO levels, hepcidin is inappropriately
high in IRIDA patients and in Tmprss6 KO mice. Attempts have
been made to improve anemia and reduce hepcidin expression in
IRIDA patients and Tmprss6 KO mice with injections of EPO.
However, in the absence of matriptase-2, EPO injections do not
correct anemia,19,20 suggesting that either hepcidin expression is too
high to be signiﬁcantly reduced by EPO, or matriptase-2 is required
for hepcidin repression by erythroid stress. The role of matriptase-2
in erythropoiesis-mediated hepcidin regulation is further strengthened
by studies focused on genetic loss or inactivation of Tmprss6 in
the context of b-thalassemia. b-thalassemia is a recessive disorder
characterized by decreased synthesis of b-globin chains, ineffective
erythropoiesis, and secondary iron overload due to hepcidin down-
regulation. Tmprss6 germinal inactivation21 or Tmprss6 downreg-
ulation by short interfering RNA22 or antisense oligonucleotides23
in thalassemia Hbbth3/1 mice rescue iron overload and ameliorate
anemia by increasing hepcidin levels and restricting the iron supply
to erythropoiesis. In the Tmprss6-Hbbth3/1 double mutant animals,
hepcidin expression remains high notwithstanding high EPO levels,
suggesting that matriptase-2 is indispensable for hepcidin inhibition
by the erythroid regulator(s).
Tounequivocally elucidate the role ofmatriptase-2 inEPO-mediated
hepcidin downregulation, we have treated Tmprss6 KO mice in com-
parisonwith iron-deﬁcient (ID) and iron-replete littermateswith a single
EPO injection, and characterized the erythroid and hepcidin responses
at a short time after injection.
We demonstrate that EPO efﬁciently inhibits hepcidin in ID mice,
but not in Tmprss6KOmice. Lack of hepcidin inhibition occurs also in
wild-type (WT) animals when the Bmp-Smad signaling is upregulated
by iron overload, suggesting that high BMP-SMAD signaling blunts
ERFE-mediated hepcidin suppression. However, loss of Bmp6 in
Tmprss6 KO mice, where the pathway signaling activity is similar
to that of WT mice, does not rescue Erfe responsiveness. Interest-
ingly, further pharmacologic inhibition of BMP type I receptors
with dorsomorphin (DM) partially improves Erfe-mediated hepcidin
suppression, suggesting that the activation level of the speciﬁc
Tmprss6-Hjv-SMAD pathway inﬂuences the function of Erfe.
Materials and methods
Mice models, diets, and treatments
Animalsweremaintained in the animal facilities of INSERMUS006 and the San
Raffaele Scientiﬁc Institute (Milan, Italy) in accordance with European Union
guidelines. The studies were approved by the Midi-Pyre´ne´es Animal Ethics
Committee and the Institutional Animal Care and Use Committee of the San
Raffaele Scientiﬁc Institute. Animals were given free access to tap water and
standard laboratory mouse chow diet (250 mg iron/kg; SAFE, Augy, France).
C57BL/6-Tmprss6 KO mice. Tmprss6 KO mice on a mixed genetic
background (129/OlaxC57BL/6)werebredby10 successivebackcrossesonto the
C57BL/6background.Maleswere analyzed at 8 to 11weeks of age andcompared
withC57BL/6WTmice. To generate doubleBmp6-Tmprss6KOmice, C57BL/6
Tmprss6 KO animals were bred with CD1 Bmp6 KOmice and heterozygous F1
mice were then intercrossed in order to obtain F2 littermates. Experiments were
performed on 9-week-old males.
Mixed 129/OlaC57BL/6 background-Tmprss6 KO mice. Tmprss6
KO mice (males and females, 4- to 5-weeks old)17 and control littermates were
maintained an iron balanced (IB; carbonyle iron 200 mg/kg; SAFE) or an ID
diet with virtually no iron (,3 mg iron/kg; SAFE) for 3 weeks to induce
stable changes of the iron status. To inactivate the BMP-SMAD pathway,
WT and Tmprss6 KO mice were treated with 2 doses of DM (12.5 mg/g in
dimethylsulfoxide; intraperitoneal [IP] injection) (Sigma-Alrich) every
8 hours. The second DM injection was combined with EPO (200 U; see
section to follow) or saline administration. Mice were euthanized 15 hours
after the EPO/saline injection.
ForEPOtreatment,mice fromapureormixedgenetic background receiveda
single IP dose of human EPO (200 U) (EMDMillipore, Billerica, MA or Eprex,
Janssen) and were analyzed 15 hours later.
To induce severe iron overload, sv129WTmicewere treatedwith a single IP
injection of iron dextran (1 g/kg; Sigma-Aldrich) and analyzed 1 week later. To
inducemild ironoverload,CD1 female (6-weeks old) receivedone subcutaneous
injection of iron dextran weekly for 2 weeks (185 mg/kg).
Animalswere anesthetizedand euthanizedby cervical dislocation.All efforts
weremade tominimize suffering. Livers, spleens, and kidneyswere snap-frozen
for isolation of RNAor ﬁxed in 4% buffered formalin and embedded in parafﬁn.
Livers and spleen were dried for tissue iron content analysis. Spleens were
processed for erythropoiesis analysis. BM cells were isolated by ﬂushing of
femurs and snap-frozen for RNA isolation or processed for erythropoiesis
analysis (see section to follow).
Analysis of hematologic and iron parameters
When euthanized, blood was collected for serum preparation and for complete
blood count analysis with a CELL-DYN Emerald system (Abbott, Lake Forest,
IL) or using a SysmexKX-21 automated blood cell analyzer (SysmexAmerica).
Iron parameters such as transferrin saturation, serum iron, liver iron content
(LIC), and spleen iron content (SIC) were analyzed as previously described24,25
and according to the method recommended by Torrance.26 Brieﬂy, 100 mg of
tissue were homogenized with 150 mL water in a FastPrep-24 Instrument (MP
Biomedicals, Santa Ana, CA) for 60 seconds at 6 m/s, mixed with a solution of
HCl 30%/trichloracetic acid 10% in aﬁnal volume of 1.5mL, and kept overnight
at 65°C before performing the colorimetric assay.
Deparafﬁnized tissue sectionswere stainedwith thePerls’Prussian blue stain
for non-heme iron and counterstained with nuclear fast red. Slides were scanned
on a Pannoramic 250 Flash II (3DHISTECH) and analyzedwith the Pannoramic
Viewer software.
Cell preparations and flow cytometry
Cell suspensions from BM and the spleen were ﬁltered through a 70-mm cell
strainer and centrifuged at 350 g for 10 minutes. Cell pellets were suspended
in phosphate-buffered saline containing 0.1% bovine serum albumin. To analyze
erythroid precursors, cells were incubated with phycoerythrin-Cy7–conjugated
anti-CD11b (clone M1/70), phycoerythrin-Cy7–conjugated anti-B220 (clone
RA3-6B2),ﬂuorescein isothiocyanate-conjugatedanti–TER-119 (cloneTER-119),
and antigen presenting cell-conjugated anti-CD44 (clone IM7) as described.27
The listed antibodies were from BD Biosciences. After washing, cells were
analyzed on the Navios Flow Cytometer (Beckman Coulter). Analyses were
performed with the FCS Express software (De Novo Software).
Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR)
Detailed experimental procedures are described in supplemental Materials and
Methods available on the BloodWeb site. Brieﬂy, total RNAwas isolated using
Isol-RNA lysis reagent or Trizol reagent. RNAs fromBM cells were isolated by
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ﬂushing of femurs with 1 mL of Trizol or the RNeasy Mini Kit. First-strand
complementaryDNA synthesis was performed usingMoloneymurine leukemia
virus–reverse transcriptase or using the High Capacity cDNA Reverse Tran-
scription Kit. Gene expression levels were measured by real-time quantitative
PCR using TaqMan Gene Expression Master Mix, SYBR Green Gene
Expression Master Mix, or LightCycler 480 DNA SYBR Green I Master
Reaction Mix. Results are expressed as mean 6 standard deviation (SD).
Values shown are means of 2DCt (ie, Ct Hprt 2 Ct target). The higher
the2DCt, the greater is the amount of target amplicon. Estimates of the fold
changes in gene expression (22DDCt) are shown on the graphs.
Western blot analysis
Detailed experimental procedures are described in supplemental Materials and
Methods. Brieﬂy, livers were homogenized in lysis buffer and equal amounts
of proteins were subjected to sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis and then transferred to nitrocellulose membranes. Immuno-
blots were performed with p-Smad5, Smad5, and vinculin antibodies.
Enzyme-linked immunosorbent assay
Serum hepcidin levels were quantiﬁed using the Intrinsic LifeSciences (La Jolla,
CA) Hepcidin-Murine Compete competitive enzyme-linked immunosorbent
assay. Serum EPO levels were measured using the mouse EPO Quantikine set
(R&DSystems,Minneapolis,MN) according to themanufacturer’s instructions.
Statistical analysis
Data are presented as mean 6 SD or standard error of the mean (SEM) as
indicated in the ﬁgure legends. Means of liver and SIC, analysis of erythroid
precursors, quantitativePCRDCtvalues, serumhepcidin, and serumEpo inmice
were compared with Student t tests or with one-way analysis of variance
Table 1. Hematologic parameters of C57BL/6 WT and Tmprss6 KO mice on a C57BL/6 pure genetic background
RBC 3 106 cells/mL Hb (g/dL) HCT (%) MCV (fL) MCH (pg) RDW (%)
B6 WT 9.4 6 0.8 15 6 1.2 41 6 3 43.9 6 1 16 6 0.3 36.6 6 0.4
Tmprss62/2 9.1 6 1.3 11.6 6 1.2* 27.6 6 4.2† 30.3 6 0.5† 12.9 6 0.6† 42.4 6 1.7†
Complete blood counts were measured from whole blood. Data are presented as mean 6 SD. Group sizes: B6 WT (n 5 5) and Tmprss6 KO (n 5 8).
HCT, hematocrit; MCH, mean corpuscular Hb; MCV, mean corpuscular volume; RDW, red cell distribution width.



















































































































































































































Figure 1. Tmprss62/2 mice sense anemia but do not respond to EPO. C57BL/6 WT or Tmprss6 KO mice were non-injected or injected with EPO (5 to 8 mice per group)
and were addressed 15 hours later for (A) liver non-heme iron content; (B) liver Hamp mRNA expression; (C) serum hepcidin levels; (D) serum Epo levels; (E) BM Erfe mRNA
expression; and (F) liver pSmad-5 relative to total Smad5 protein. Results are expressed as mean 6 SD and compared by Student t tests (A,D) or by ANOVA followed by Sidak’s
multiple comparison tests. ****P , .0001; ***P , .001; **P , .01; *P , .05. Point estimates of the fold changes in gene expression (22DDCt) are shown on the graphs.
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(ANOVA), followedbySidak’s or byNewman–Keulsmultiple comparison tests
to test planned contrasts between pairs of means as indicating in the ﬁgure
legends.
Results
EPO does not suppress hepcidin in Tmprss6 KO mice
As already published, Tmprss6 KO mice are anemic compared with
C57BL/6 WT animals (Table 1), have lower LIC (Figure 1A), and are
associated with increased hepcidin mRNA expression (Figure 1B) and
higher serum hepcidin levels (Figure 1C). In addition, Tmprss6 KO
mice have increased circulatingEpo levels (Figure 1D) and inductionof
ErfemRNA expression in the BM (Figure 1E), indicating that sensing
of anemia is retained when matriptase-2 is lost.
In contrast to the substantial decrease of hepcidin expression
observed inWTmice injectedwithEPO, hepcidinwas not signiﬁcantly
reduced by EPO in Tmprss6 KO mice (Figure 1B) despite a further
increase in Erfe expression in the BM of these mice (Figure 1E). As
shown in Figure 1B-C, serum hepcidin levels reﬂect liver mRNA
expression. EPO injection neither reduces serum hepcidin (Figure 1C)
nor affects LIC (Figure 1A).Altogether, these results suggest that either
loss of matriptase-2 or persistent iron deﬁciency prevents the inhibition
of hepcidin expression by Erfe.
EPO-induced erythropoiesis changes and Erfe expression
To investigate the contributionof irondeﬁciencyor lack ofmatriptase-2
in hepcidin responsiveness to EPO, the phenotype of Tmprss6 KO
animals on a mixed background was compared with WT and het-
erozygous littermates maintained for 3 weeks with an IB or ID diet. As
expected, IDWTmicewere anemic comparedwith IBanimals (data not
shown). However, the degree of iron deﬁciency anemia inTmprss6KO
mice was more severe than in ID animals (Figure 2A-B), although Epo
serum levels (Figure 2C) were comparable between the two groups of
mice.
We analyzed BM and spleen erythroid precursors in basal
conditions and after EPO injection in WT and Tmprss6 KO mice. To
identify maturing erythroblasts in BM and the spleen, we considered
side scatter low CD11b2 B2202 TER1191 cells, plotting CD44
expression vs forward scatter value, as previously described.28 We
identiﬁed 5 density clusters corresponding to erythroblast populations
of progressive maturation stages (I-V) (Figure 3A and supplemental
Figure 1A).
Iron deﬁciency induced both by an ID diet and by the lack of
Tmprss6 affects BM erythroid precursors, causing a signiﬁcant
reduction of the ﬁnal step (stage V) of maturation and leads to the
increase of immature populations (stages I-III), a ﬁnding more evident
in Tmprss6 KO mice (Figure 3B,D and supplemental Table 1). In all

















































































































Figure 2. Hematologic parameters and iron homeo-
stasis in EPO-treated ID and Tmprss6 KO mice. WT
littermates were fed an ID diet for 3 weeks and analyzed
in comparison with Tmprss6 KO animals on a mixed
genetic background. Hb levels (A) and MCH (B) are
shown from 4 to 10 mice per group. Serum EPO (C) was
measured in ID mice (n 5 5) and Tmprss6 KO animals
(n5 6). The BMP-SMAD target genes Hamp (D) and Id1
(E) were analyzed by qRT-PCR in liver samples from
Tmprss6 KO animals, on a mixed background, and control
littermates (6 to 13 mice per group) kept an ID diet for 3
weeks and were injected with saline or EPO. mRNA
expression was normalized to the housekeeping gene Hprt1.
(F) Non-heme LICwasmeasured in saline- or EPO-treated ID
and Tmprss6 KOmice. Error bars indicate6SEM. **P, .01;
***P , .001. ns, nonsignificant.
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stage V (Figure 3B,D and supplemental Table 3). Iron deﬁciency
increases erythroid precursors (stages I-V) in the spleen mainly in
Tmprss6 KO mice (Figure 3E, supplemental Figure 1A-B, and
supplemental Table 2). EPO enhances splenic erythropoiesis in
iron-replete mice, whereas it does not further increase erythroid
precursors in ID and in Tmprss6KO animals (Figure 3E, supplemental
Figure 1B-C, and supplemental Table 4), likely because stress eryth-
ropoiesis is already present in these conditions. From these results,
we conclude that EPO stimulates BM erythropoiesis both in IB and ID
WT animals and in Tmprss6 KO mice.
Because EPO modulates erythropoiesis, we investigated Erfe
expression in these animals. Erfe is highly expressed in the BM of
ID and Tmprss6 KO mice consistent with their high Epo levels
(Figure 2C). The upregulation of BM Erfe is due to increased
expression of Erfe in erythroid cells (Figure 3F). EPO injection
further increases Erfe expression both in WT and Tmprss6 KO animals,
suggesting that the response to EPO is maintained in conditions of acute
(ID)or chronic (Tmprss6KO) irondeﬁciency.To investigatewhether iron
deﬁciency modulates the EPO-dependent response, we analyzed liver
hepcidin expression in ID compared with Tmprss6 KO mice. In
untreated animals, hepcidin is strongly reduced in ID mice, whereas
it is inappropriately high in Tmprss6 KO mice as expected. EPO
injection inhibits hepcidin in ID animals but not in Tmprss6 KO
animals (Figure 2D) despite erythropoiesis expansion and a further
increase of Erfe mRNA expression (Figure 2F). Id1 expression
(Figure 2B) and LIC (Figure 2C) were unchanged after EPO
treatment. These results indicate that inactivation of matriptase-2
impairs EPO-mediated hepcidin inhibition.
Activated BMP-SMAD pathway blunts hepcidin repression
by EPO
It has been reported that hepcidin suppression by EPO/Erfe occurs
independently from the BMP-SMAD signaling, becauseHjvKOmice,
whohave thepathwaydownregulated,9 efﬁciently inhibithepcidin after
phlebotomy.14,29 Our results show that in WT mice EPO treatment
decreases Smad5 phosphorylation (Figure 1F and supplemental
Figure 2A-B), suggesting that the BMP-SMAD pathway may
contribute to the Erfe-mediated hepcidin suppression. Interestingly,
Smad5-phosphorylation is not reduced byEPO inTmprss6KOmice,
in which BMP signaling is activated (Figure 1F and supplemental
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Figure 3. Flow cytometry analysis of BM erythropoiesis and ERFE expression. (A) Identification of clusters of BM erythroid precursors in WT littermates. (Left) Identification of
SSC low CD11b2 and B2202 cells (gate 1). (Middle) Recognition of erythroid precursors (TER1191 cells, gate 2) inside the population identified in gate 1. (Right) Density plot of
CD44 vs FSC of cells identified in gate 2 showing naturally occurring clusters of erythroid precursors at progressive maturation stages (fractions I-V). (B) Density plots of TER1191
cells in WT littermates fed the IB or ID diet and in Tmprss6 KO mice on a mixed genetic background showing representative distribution of erythroid precursors. (C) Density plots
showing representative distribution of TER1191 cells after treatment with EPO for 15 hours. (D) Quantification of BM erythroid fractions I-V with respect of total BM cells. (E)
Quantification of spleen erythroid fractions I-V identified as in (A) on total spleen cells. Quantification was performed on samples from at least 6 mice for every condition. Each
erythroid fraction is calculated as a percentage of total BM or spleen cells. Quantitative variations of each erythroid fraction among different mice groups are listed in supplemental
Tables 1-4. (F) Tmprss6 KO animals, on a mixed genetic background, were analyzed in comparison with control littermates fed an IB or an ID diet for 3 weeks. Erfe expression
was analyzed by qRT-PCR in BM derived cells from 6 to 3 mice per group. mRNA expression was normalized relative to the erythroid marker GypA. Error bars indicate 6 SEM.
*P , .05; **P , .01; ***P , .001. FSC, forward side scatter; ns, nonsignificant; SSC, side scatter.
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of the BMP-SMAD pathway interferes with Erfe function. To test
this hypothesis, we treatedWTmice with a single IP injection of iron
dextran (1g/kg) to activate the pathway and then challenged the
mice with a EPO injection 1 week later. Iron-dextran–treated mice
show a strong increase in LIC (Figure 4A) and upregulation of the
BMP-SMAD signaling pathway, because Bmp6 (Figure 4C), Hamp
(Figure 4D), and Id1 (Figure 4E) are all increased. EPO strongly
upregulates BM Erfe expression in both iron-replete and iron-loaded
animals (Figure 4B). However, in iron-loaded animals, hepcidin
(Figure 4D) and Id1 (Figure 4E) are not reduced by EPO, similar to the
pattern observed during inactivation of matriptase-2. The lack of Erfe
responsiveness is not due to the degree of iron overload, because
animals treated with a protocol that induces a milder iron overload
also do not downregulate hepcidin when challenged with EPO
(supplemental Figure 3B) and in response to increased Erfe expression
(supplemental Figure 3C). Overall, these data suggest that hyper-
activation of the BMP-SMAD pathway interferes with the Erfe
function.
Inhibition of the Bmp6-dependent Smad pathway does not
restore hepcidin regulation by EPO in Tmprss6 KO mice
To conﬁrm that high levels of the BMP-SMAD signaling impair the
EPO-mediated suppression of hepcidin in Tmprss6 KO mice, we
genetically inactivatedBmp6, oneof themain activators of thepathway,
in the Tmprss6 KO animals. In Figure 5, we compare WT, single
Tmprss6 or Bmp6 KO, and double KO littermates. As expected,
Tmprss6 KO mice are anemic (Table 2), have high Epo levels
(Figure 5A), and increased hepcidin expression (Figure 5C), whereas
Bmp6 KOmice have increased LIC (Figure 5B), iron accumulation in
extrahepatic tissues such as the pancreas (supplemental Figure 4), and
reduced hepcidin levels (Figure 5C).
Interestingly, the deletion of Bmp6 in Tmprss6 KO mice al-
leviates anemia (Table 2) and normalizes Epo levels (Figure 5A). In
contrast to Tmprss6KO, hepcidin expression (Figure 5C) is lower in
the double KOmice, reaching levels comparable to WT animals. As
a consequence, Bmp6-Tmprss6 double KO mice are not as iron
loaded as Bmp6KO animals (Figure 5B and supplemental Figure 4).
Indeed, their liver iron accumulation is mild (or absent for some
of them) and is essentially periportal instead of centrolobular as
observed in Bmp6 KO mice (supplemental Figure 4). Furthermore,
iron is not accumulated in extrahepatic tissues such as the pancreas,
kidney, and heart (supplemental Figure 4). Consistent with these
ﬁndings, Smad5 phosphorylation appears reduced in the double KO
animals (Figure 5D and supplemental Figure 2C-D) compared with
Tmprss6 KO animals, conﬁrming that inactivation of Bmp6
mitigates the Bmp-Smad signaling in Tmprss6 KO mice. This
makes the double KO model an interesting tool to examine the
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Figure 4. Modulation of Erfe, hepcidin, and Id1 by EPO
in iron-loaded mice. Sv129 WT mice were injected with
iron dextran and challenged with EPO or vehicle 1 week
later. Control mice (no iron) were treated with saline. Non-
heme LIC (A) was measured in untreated and iron-loaded
mice. Erfe expression was measured by qRT-PCR in BM-
derived cells. mRNA expression was normalized relative to
the erythroid marker GypA (B). Four mice per group were
analyzed. Bmp6 mRNA expression (C), BMP-SMAD target
genes as Hamp (D), and Id1 (E) were analyzed by qRT-
PCR in total liver of treated animals and normalized to the
housekeeping gene Hprt1. Error bars indicate 6 SEM.
*P , .05; **P , .01; ***P , .001; ****P , .0001. ns,
nonsignificant.
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We compared the response ofWT, Tmprss6KO, Bmp6KO, and
Bmp6-Tmprss6 double KO littermates to EPO injection. All mice
upregulate BM Erfe by EPO, independently of the genotype
(Figure 6A). However, whereas EPO efﬁciently inhibits hepcidin
in WT and Bmp6 KO mice (Figure 6B), in the Bmp6-Tmprss6
double KO animals it does not, despite the absence of anemia and a
degree of activation of the Bmp pathway within the range observed
in WT mice.
Overall, these results indicate that normalization of the Bmp-Smad
signaling pathway through the deletion of Bmp6 is not sufﬁcient to
rescue EPO responsiveness in the absence of matriptase-2.
Downregulation of Bmp type I receptors by DM partially
improves the hepcidin inhibition by EPO in Tmprss6 KO mice
The evidence that genetic loss of Tmprss6 in Bmp6 KO animals
activates hepcidin as in WT mice led us to hypothesize that Bmp6
and Tmprss6 are working on two different pathways, as recently
proposed.30 To inhibit the Bmp type I receptors downstream of
Bmp6, Tmprss6KO animals on a mixed background were treated with
DM.31 First, we show that DM does not interfere with BM Erfe
upregulation in WT animals (supplemental Figure 5A), and that EPO
treatment does not interfere with the DM inhibitory effect on hepcidin
(supplemental Figure 5B) and Id1 (supplemental Figure 5C). Then,
Tmprss6KOmice were injected with DM or vehicle in the presence of
EPO. DM after EPO induces Erfe upregulation in BM (Figure 7A),
decreasing bothhepcidin (Figure 7B) and Id1 (supplemental Figure 6A)
in Tmprss6 KO mice, without changing the liver iron concentration
(supplemental Figure 6B). The reduction of hepcidin is sufﬁcient
to decrease the SIC (Figure 7C). Overall, these data demonstrate
that Bmp-Smad pathway inhibition downstream Bmp6 ameliorates
hepcidin responsiveness to Erfe in the absence of matriptase-2.
Discussion
The optimal access of erythron to iron is ensured by an essential
crosstalk between hepcidin expression and the iron needs for







































































































Figure 5. Bmp62/2-Tmprss62/2mice are neither anemic
nor iron overloaded. F2 littermate mice (CD1-C57BL/6
mixed background) of the different genotypes (5 to 9 mice
per group) were analyzed for (A) serum EPO level; (B) liver
non-heme iron content; (C) liver Hamp mRNA expression;
and (D) liver pSmad-5 relative to total Smad5 protein.
Results are expressed as mean 6 SD and compared
by ANOVA followed by Sidak’s multiple comparison tests.
****P , .0001; **P , .01; *P , .05. Point estimates of the
fold changes in gene expression (2-DDCt) are shown on the
graphs.
Table 2. Hematologic parameters of Bmp6-Tmprss6 genotype combinations
RBC 3 106 cells/mL Hb (g/dL) HCT (%) MCV (fL) MCH (pg) RDW (%)
Bmp61/1-Tmprss61/1 10.4 6 0.9 17.1 6 1.4 46.5 6 4.4 44.6 6 1.8 16.4 6 0.7 27.4 6 1.4
Bmp61/1-Tmprss62/2 9.5 6 0.6 12.1 6 0.8* 30.9 6 2.7* 32.4 6 1.3* 12.7 6 0.3* 35.5 6 1.4*
Bmp62/2-Tmprss61/1 9.5 6 0.8 16.7 6 0.8 44.1 6 2.8 46.7 6 1.8 17.8 6 1.2 25.1 6 5
Bmp62/2-Tmprss62/2 9.8 6 0.8 16.4 6 1.3† 44.2 6 3.6† 45 6 1.3† 16.7 6 0.5† 27.5 6 2†
Complete blood counts were measured from whole blood. Data are presented as mean6 SD. Group sizes: Bmp61/1-Tmprss61/1 (n5 6); Bmp61/1-Tmprss62/2 (n5 6);
Bmp62/2-Tmprss61/1 (n 5 7); and Bmp62/2-Tmprss62/2 (n 5 5). Bmp62/2-Tmprss62/2 mice vs Bmp61/1-Tmprss61/1 mice; no statistical significance was observed.
*P , .0001. Bmp61/1-Tmprss62/2 mice vs Bmp61/1-Tmprss61/1 mice.
†P , .0001. Bmp62/2-Tmprss62/2 mice vs Bmp61/1-Tmprss62/2 mice.
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hemolysis, and other conditions that trigger EPO increase and
stress erythropoiesis, so that absorption of dietary iron and release
of iron from stores are increased.32 Several secreted erythroid
factors have been identiﬁed as hepcidin suppressors: GDF15,12
TWSG113 and, more recently, ERFE.14 In contrast to GDF15 and
TWSG1, that do not appear to be physiological suppressors of
hepcidin in vivo, ERFE seems essential for recovering from an
erythropoietic stress.
Severely anemic IRIDA patients and Tmprss6 KO mice have
inappropriately high hepcidin levels16,17 and administration of EPO
does not resolve their anemia.19,20 In addition, it has been previously
reported that Tmprss6 deletion in b-thalassemia Hbbth3/1 mice,
characterized by high Epo, low hepcidin, and iron accumulation,
prevents iron overload and partially corrects anemia through hepcidin
upregulation,21 despite high Erfe expression.33 So far, little is known
about the mechanisms by which ERFE regulates hepcidin expression
in hepatocytes and whether this process requires the iron-regulatory
machinery, including the serine protease TMPRSS6.
In this study, we show that high hepcidin levels in Tmprss6 KO
mice are not due to abnormal sensing of anemia, as erythropoiesis and
Erfe mRNA expression are appropriately induced in Tmprss6 KO
mice. These observations suggest a role for matriptase-2 in preventing
EPO-mediated hepcidin downregulation. To address this possibility,we
inducedErfe expression in Tmprss6KOmice by a single EPO injection
and analyzed mice at a time point (15 hours) where Erfe is increased
and hepcidin fully suppressed, according to previously published
results.14 Although EPO treatment in established iron deﬁciency is
often ineffective34 unless accompanied by iron supplementation, we
observed that early EPO responsiveness is preserved in acute (ID
animals) and chronic (Tmprss6 KO mice) iron deﬁciency anemia.
Indeed, in all mice, EPO affects maturation of erythroid precursors,
inducingErfe expression. AlthoughErfe properly suppresses hepcidin
in EPO-treated ID animals, the genetic loss of Tmprss6 impairs
EPO-dependent hepcidin inhibition, suggesting that Erfe response
is inefﬁcient in this model, independent from the iron deﬁciency
anemia.
Inactivation ofTmprss6 inappropriately upregulates theBmp-Smad
signaling, leading to increased Smad5 phosphorylation and higher
hepcidin levels compared with WT mice. Thus, erythroid factors such
as Erfe, normally intended to remedy stress erythropoiesis, might not
be efﬁcient enough to counteract this high level of signaling. Indeed,
the inhibitory effect of Erfe is lost when the Bmp-Smad pathway is
hyperactive as shown in the iron-loaded animals. Consistent with
our results, hepcidin canbe inducedby iron supplementationeven in the
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Figure 6. Despite normal Bmp-Smad signaling in Bmp62/2-Tmprss62/2 mice, hepcidin is not repressed in response to EPO. F2 littermates mice (CD1-C57BL/6
mixed background) of the different genotypes (5 to 9 mice per group) were injected or not with EPO and analyzed 15 hours later for (A) BM Erfe mRNA expression; and (B)
liverHampmRNA expression. Results are expressed asmean6SD and compared by ANOVA followed by Sidak’s multiple comparison tests. ****P, .0001; ***P, .001; **P, .01.










































































Figure 7. Modulation of eErfe, hepcidin, and Id1 by EPO in DM-treated Tmprss6 KO mice. Tmprss6 KO mice (on a mixed background) were treated with vehicle
(dimethylsulfoxide), DM, and DM plus EPO. Erfe expression was analyzed by qRT-PCR in (A) BM-derived cells and mRNA expression was normalized using the erythroid
marker GypA. Liver expression of the BMP-SMAD target genes Hamp (B) was measured by qRT-PCR and normalized to the housekeeping gene Hprt1. Non-heme SIC (C)
was measured. A total of 3 to 4 mice per group were analyzed. Error bars indicate 6 SEM. *P , .05; **P , .01. ns, nonsignificant.
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To assess the role of matriptase-2 in EPO-mediated hepcidin
suppression under the condition of reduced activation of the Bmp-
Smad signaling,we genetically inactivatedBmp6 inTmprss6KOmice.
Toachieve this aim, thedoubleTmprss6-Bmp6KOmice constitutes the
ideal model, since the anemia is completely rescued and the activation
of the Bmp-Smad pathway and hepcidin levels are comparable to those
of WT mice. Although hepcidin is strongly decreased in Bmp6 KO
mice, hepcidinmRNA expression in double Tmprss6-Bmp6 KO mice
is not as low as in Bmp6 KO mice, as previously observed.36 Such
a difference could be explained by the inﬂuence of the genetic
background of the mice being studied, because our Tmprss6 KO mice
are in a C57BL/6 pure genetic background, whereas the one from
Lenoir et al are inmixed129/Ola3C57BL/6background. Interestingly,
although ErfemRNA expression in the BM of the double KO mice is
induced by EPO, these mice are unable to suppress hepcidin when
compared withWT animals with comparable activation of Bmp-Smad
signaling, suggesting that Bmp6 and matriptase-2 control hepcidin
through two independent pathways, in agreement with the recently
proposed model.30
At variance with what we observed in Bmp6KO animals, Tmprss6
inactivation in Hjv KO mice does not activate hepcidin, implying that
Hjv and matriptase-2 are in the same hepcidin regulatory pathway.
Consistent with this hypothesis, the Hjv-Tmprss6 double KO mice
suppress hepcidin in response to EPO treatment.37
To further inhibit the pathway downstream of Bmp6, Tmprss6KO
animalswere treatedwithDM, a compound that inhibits theBmp type I
receptors. Pharmacologic inhibition of the Bmp pathway partially
improves EPO responsiveness, reducing hepcidin levels in Tmprss6
KO animals.
Overall, these ﬁndings suggest that activation of the Hjv-Bmp
signaling pathway in the setting of the loss of Tmprss6 impairs ap-
propriate hepcidin downregulation by EPO, possibly via Erfe. These
data also exclude the hypothesis that protease activity of matriptase-2
on Erfe or its receptor(s) is required for hepcidin regulation.
Hepcidin inhibition has the ﬁnal goal of increasing iron supply for
erythropoiesis. The erythroid hepcidin-suppressive signals should
be inactivated when iron is high to avoid further iron acquisition.
For an accurate tuning of hepcidin levels, the function of ERFE
should be coordinated with that of the BMP-SMAD activating
pathways. By cleaving HJV, TMPRSS6 could rapidly reduce the
BMP-SMAD signaling, to allow hepcidin suppression by ERFE
in response to erythropoietic iron needs. In line with this hy-
pothesis, Smad phosphorylation and Bmp-Smad target gene ex-
pression are reduced by EPO in WT mice, but not in Tmprss6 KO
and in Tmprss6-Bmp6 double KO mice (supplemental Figure 7).
Careful examination of the kinetics of hepcidin expression in Erfe
KO mice shows a mild but signiﬁcant (twofold) suppression of
hepcidin 12 hours after phlebotomy,14 although the suppression is
much more evident and sustained inWTmice. This early reduction of
hepcidin expression is Erfe-independent and may well reﬂect the
primary setting of the Bmp pathway inactivation that is Tmprss6
dependent.
Altogether, these data provide new insights on the regulation of
hepcidin expression in response to acute erythropoietic stress. They
suggest that in response to EPO, two signaling pathways are induced
in parallel: the Erfe pathway and the matriptase-2 pathway. As
demonstrated by Kautz et al,14 Erfe is produced by the erythroid
progenitors and binds to its still unidentiﬁed receptor at the hepatocyte
cell surface. In parallel, we hypothesize that matriptase-2 is activated or
stabilized in response to EPO, independently of Erfe, in order to inhibit
the Bmp-Smad signaling pathway. It is still unclear how matriptase-2
is activated or stabilized. We speculate that following EPO injection,
the rapid erythropoiesis expansion may cause a transient drop of
holo-transferrin and that transient iron deﬁciency can stabilize
TMPRSS6/matriptase-2 on the cell surface.38 Following matriptase-2
stabilization, the Bmp-Smad pathway is inhibited through the Hjv-
Bmp complex allowing a much more effective hepcidin inhibition
by Erfe. Our data demonstrate that lack of Bmp-Smad signaling
pathway inhibition prevents hepcidin suppression by Erfe. For
an accurate tuning of hepcidin, the function of Erfe should be
coordinated with that of the main hepcidin-activating pathway.
In conclusion, our datademonstrate for theﬁrst time thatmatriptase-
2 is essential for hepcidin repression by increased erythropoiesis and
that lowering the BMP-SMAD signaling is a prerequisite for the EPO
function via ERFE.
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Malaria, a major global health challenge worldwide, is accompanied by a severe anemia 
secondary to hemolysis and increased erythrophagocytosis. Iron is an essential functional 
component of erythrocyte hemoglobin and its availability is controlled by the liver-derived 
hormone hepcidin. We examined the regulation of hepcidin during malarial infection in 
mice using the rodent parasite Plasmodium berghei K173 (PbK). Mice infected with PbK 
develop a severe anemia and die after 18 to 22 days without cerebral malaria. During the 
early phase of blood-stage infection (day 1 to 5), a strong inflammatory signature was 
associated with increased production of hepcidin. Between days 7 and 18, while infection 
progresses, red blood cell count, hemoglobin and hematocrit dramatically decreased. In the 
late phase of malarial infection, hepcidin production was reduced concomitantly to an 
increase in the mRNA expression of the hepcidin suppressor erythroferrone (ERFE) in the 
bone marrow and the spleen. Compared with wild-type mice, Erfe
-/- 
mice failed to 
adequately suppress hepcidin expression after infection with PbK. Importantly, the 
sustained production of hepcidin allowed by ERFE ablation was associated with decreased 
parasitemia, providing further evidence that transient iron restriction could be beneficial in 
the treatment of malaria. 
 
INTRODUCTION 
Malaria remains a major health burden in inter-tropical countries. According to the annual 
World Malaria Report of the World Health Organization, an estimated 214 million people 
were clinically affected by malaria in 2015 and approximately 438 000 of these patients 
died due to severe complications
1
. Infection initiates when Plasmodium sporozoites are 
injected together with anti-coagulant saliva during a blood meal of an infected Anopheles 
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mosquito. Sporozoites migrate to the liver in search of a favorable niche in the hepatocyte 
where they replicate extensively. Thousands of merozoites are then produced and released 
into the circulation to invade red blood cells
2
, in which parasites further replicate during the 




Nearly all forms of life, including plants and pathogens, utilize iron for fundamental 
processes such as DNA synthesis, oxygen transport and generation of ATP. Plasmodium 
species are no exception as replication of the parasite in the liver and in erythrocytes is 
highly dependent on iron
4
. Indeed, iron chelators can inhibit Plasmodium growth in vitro
5
, in 
murine models of malaria infection
6, 7
, and in malaria-infected monkeys
8
. In humans, iron 
deficiency appears to protect against severe malaria
9-11
, while iron supplementation 
increases risks of infection and disease
12-15
. Iron deficiency also provides protection against 




The host systemic iron availability is controlled by the iron regulatory hormone hepcidin
18-20
 
which could therefore influence the susceptibility to malaria. Iron is absorbed from the diet 
by intestinal enterocytes and recycled from senescent or damaged red blood cells by 
macrophages
21
. The export of iron across the basolateral membrane of enterocytes and 
from iron-recycling macrophages is ensured by the sole known iron exporter ferroportin. 
Hepcidin binds to ferroportin and causes its internalization and degradation
19, 20
. The loss of 
ferroportin from the cell surface prevents iron efflux from intestinal enterocytes and from 




Multiple studies have shown that hepcidin is upregulated during malarial infection in 
humans
22-24
 and in murine models
25, 26
. The underlying mechanisms may involve parasite-
induced inflammatory pathways but they are still unclear. Under the influence of high 
hepcidin concentration, as iron is redistributed to macrophages, the flow of iron into plasma 
is decreased, which routes iron away from the parasite and thereby prevents its 
multiplication. As a consequence, combined to red blood cell destruction by the parasite, 
this may worsen the host anemia because of restricted iron availability for erythropoiesis.  
 
Although the majority of studies on hepcidin and malaria have demonstrated an increased 
production of hepcidin during malarial infection, three recent studies have shown that in 
certain circumstances, hepcidin suppression may also occur. One study reported that among 
all children presenting with malaria, those with severe anemia had the lowest hepcidin 
levels
27
. Another study demonstrated that children with uncomplicated malaria had higher 
hepcidin levels than those who could be classified as either presenting with severe anemia 
or cerebral malaria
28
. Finally, a group of children with severe malarial anemia exhibited very 
low hepcidin serum levels
29
. Taken together, these studies clearly indicate that during 
severe malarial anemia, the signaling pathway that suppresses hepcidin can override the 
activation pathway associated with parasite-induced inflammation.  
 
The mechanisms of hepcidin suppression in severe malaria syndromes are not well defined. 
In the two human studies that monitored erythropoietin levels and serum hepcidin in 
malaria infection, erythropoietin and hepcidin were negatively correlated
27, 29
. One animal 
study has also demonstrated a significant negative correlation between serum 
erythropoietin and hepcidin in mice infected with Plasmodium berghei
24
. We recently 
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showed that high levels of erythropoietin cause hepcidin suppression indirectly by inducing 
the production of the erythroid regulator erythroferrone (ERFE) by erythroid progenitors in 
the bone marrow and the spleen
30
. ERFE is secreted in the circulation and acts on the liver 
to suppress hepcidin expression and increase dietary iron absorption and iron release from 
macrophages
30
. To assess the role of ERFE in hepcidin suppression observed in severe 
malaria, we first checked whether Erfe expression was upregulated in a murine model of 
malaria induced by Plasmodium berghei K173 (PbK), a strain that causes severe malarial 
anemia. Mice injected with PbK-parasitized red blood cells develop high parasitemia and 
severe anemia and die without cerebral symptoms 18-22 days post-infection
31
. We then 
infected Erfe-deficient mice and examined the impact of Erfe deletion on hepcidin 
expression, parasitemia and red blood cell indices. By highlighting the contribution of ERFE 




Mice and infection 
Since iron parameters and hepcidin levels differ significantly between male and female 
mice
32, 33
, only male mice were used in this study. 9 week-old C57BL/6 wild type (WT) mice 
(5 to 10 per time-point) were infected intra-peritonally (IP) with 10
6
 Plasmodium berghei 
K173-infected red blood cells and given free access to tap water and standard laboratory 
mouse chow diet (250 mg iron/kg; SAFE, Augy, France) during 18 days post infection. All 
animals were kept in pathogen-free animal facilities in Toulouse, and analyzed at days 0, 1, 
2, 3, 4, 5, 7, 9, 11, 13, 16 and 18 post-infection. Plasmodium berghei K173 was serially 
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passaged in vivo in C57BL/6 mice. Infected blood was harvested at day 5-7 post-infection 
and stored as frozen stabilates in Grau solution. 
Erfe
-/-
 mice on a C57BL/6 background were maintained at UCLA on a standard chow (200 
ppm iron; Labdiet, MO). Control WT C57BL/6J males were purchased from The Jackson 
Laboratory (Bar Harbor, Me). 8 week-old WT and Erfe
-/-
 mice were infected intra peritonally 
(IP) with 10
6
 Plasmodium berghei K173-infected red blood cells (6 mice per genotype). 50 µl 
of blood was sampled on days 0, 7, 10, 13 to determine complete blood count and hepcidin 
levels and mice were sacrificed on day 16. To monitor the effect of repetitive blood 
puncture, control WT and Erfe
-/-
 mice were injected intraperitoneally with normal saline and 
manipulated similarly to the infected mice (4 mice per genotype).  
 
Ethic statement 
Experimental protocols were approved by the Midi-Pyrénées Animal Ethics Committee (n° 
MP/07/59/10/11). Experiments including Erfe
-/-
 mice were conducted in accordance with 
guidelines by the National Research Council and were approved by the University of 
California, Los Angeles (protocol #2011-114-13C).  
 
Measurement of hematologic parameters and parasitemia 
Complete blood counts were obtained with a CELL-DYN Emerald Hematology System 
(Abbott Diagnostics France) or with a HemaVet blood analyzer (Drew Scientific) for the 
experiment performed at UCLA. Serum iron concentration was determined using  the IRON 
Direct Method kit (BIOLABO, Maizy, France). Parasitemia (i.e the percentage of infected 
RBCs) was assessed at each time point by microscopic counts of Giemsa’s solution-stained 




Quantitation of mRNA levels 
Total RNA from mouse liver, spleen, kidney or bone marrow was extracted using Trizol 
(Invitrogen). cDNA was synthesized using MMLV-RT (Promega). Quantitative PCR (Q-PCR) 
reactions were prepared with LightCycler® 480 DNA SYBR Green I Master reaction mix 
(Roche Diagnostics) and run in duplicate on a LightCycler® 480 System (Roche Diagnostics). 
For experiments in which WT and Erfe
-/-
 mice were compared, cDNA was synthesized using 
iScript (Biorad). Quantitative PCR reactions were prepared with Sso advanced Sybr Green 
supermix (Biorad) and run in duplicate on a CFXconnect Instrument (Biorad). Primer 
sequences are indicated in Supplemental Table 1. Tnf, Ifng, Hamp, Erfe, Gypa, Gdf15 and 
Twsg1 mRNA transcript abundance was normalized to the reference gene Rpl4. Epo mRNA 
expression was normalized to the reference gene Hprt. Results are expressed as -ΔCt ± 
standard error of the mean (i.e., the cycle threshold differences between reference and 
target genes within each group of mice). 
 
Serum hepcidin Enzyme-linked immunosorbent assays 
Serum hepcidin and serum IL-6-levels were quantified using the Intrinsic LifeSciences (La 
Jolla, CA) Hepcidin-Murine Compete™ competitive ELISA and the R&D Mouse IL-6 
Quantikine ELISA Kit respectively, according to the manufacturer's instructions.  
Statistical analysis 
The statistical significance of differences between groups was evaluated by One-way ANOVA 
followed by Dunnett’s multiple comparisons test using GraphPad Prism version 6.00 
(GraphPad Software, La Jolla, CA). The Student t-test was used to compare WT and Erfe
-/- 





Plasmodium berghei K173 infection causes inflammation and leads to severe anemia 
We first assessed parasitemia and the hematological parameters 1 to 18 days after infection 
of mice with Plasmodium berghei K173 (PbK). The parasites became detectable in the 
bloodstream 3 days after injection and multiplied exponentially to nearly 70% of parasitized 
red blood cells 18 days after infection (Figure 1A). White blood cells count (WBC) increased 
concomitantly with the parasitemia from day 7 to day 18 (Figure 1B). We next examined the 
expression of inflammatory cytokines during PbK infection. Tnf mRNA expression was 
induced 8-fold at day 1 and more than 30-fold at day 18 in the liver of PbK-infected mice 
compared to control mice (Figure 1C). Similarly, interferon gamma (Ifng) expression was 
slightly increased at day 2 and maximally increased 30 to 60-fold between day 5 and day 18 
after infection with PbK compared to controls (Figure 1D). On the contrary, red blood cells 
count (RBC), hemoglobin concentration, and hematocrit dramatically decreased between 
day 7 and day 18 after infection (Figure 2A-C) whereas mean corpuscular volume (MCV) 
increased between days 13 and 18. Collectively, these results indicate that infection with 
PbK leads to a severe malarial anemia with subsequent death after 18 days. 
 
Hepcidin expression in PbK-infected mice is first induced by parasite-induced 
inflammation and, in a second phase, suppressed while anemia worsens 
Increased production of the liver-produced hormone hepcidin has proven beneficial to 
prevent superinfections
25
. However, hepcidin expression is stimulated by inflammation 
during infections but also repressed by increased erythropoietic activity during anemia. We 
therefore measured circulating levels of hepcidin and liver hepcidin mRNA expression in PbK-
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infected mice. Consistent with the inflammatory status, serum hepcidin concentration and 
liver hepcidin mRNA expression were increased approximately 2-fold 3 to 5 days after 
infection with PbK compared to control mice (Figure 3A, B). Since hepcidin expression is 
regulated by iron and inflammation, we next assessed the iron parameters and the 
production of IL-6 and Activin B, two activators of hepcidin expression during inflammation. 
Serum iron concentration was only marginally increased 3 to 5 days after infection while liver 
Bmp6 mRNA expression decreased 4 and 5 days after infection (Figure 4A, B) suggesting that 
changes in circulating iron and liver iron content do not contribute to hepcidin upregulation 
during malarial infection. Changes in serum iron concentration are concomitant with the 
increase in parasitemia 3 days after infection. Erythrocytic forms of Plasmodium degrade 
approximately 60% to 80% of the total RBC hemoglobin content, which generates free 
heme and reactive oxygen species
34
. We therefore surmise that the slight increase in 
serum iron observed at days 3 to 5 may be attributable to the release of free iron after 
hemoglobin degradation or to positive interference of contaminating heme with the 
colorimetric procedure during the measurement
35
. Compared to mice injected with LPS, 
serum IL-6 concentration and liver Activin B (Inhbb) mRNA expression (Figure 4C, D) were only 
modestly increased after infection with PbK and hepatocytes STAT3 phosphorylation was not 
detectable (Supplementary Figure 1). These results suggest that these molecules are not 
major contributors in the stimulation of hepcidin production during malaria. While anemia 
progressed, serum hepcidin concentration decreased below baseline levels 13 to 18 days 
after infection (Figure 3A). Hepcidin mRNA expression was also repressed approximately 8 to 





Hepcidin suppression coincides with increased erythropoietic activity and erythroferrone 
production 
In parallel, erythropoietin (EPO) mRNA expression in the kidney was upregulated between 
days 7 and 18 in mice infected with PbK compared to control mice (Figure 5A). Similarly, 
spleen index increased from day 4 to day 18 after infection with PbK (Figure 5B) and 
glycophorin A (Gypa) mRNA expression, a marker of erythropoiesis, was elevated 
approximately 5 to 64-fold in the spleen between days 7 and 18 (Figure 5C). Collectively, 
these results show a progressive increase in erythropoietic activity that is proportional to 
the degree of anemia in PbK-infected mice and accompanied by extramedullary 
erythropoiesis. Interestingly, Gypa mRNA expression was reduced 2 to 5 days after infection 
in the bone marrow and 3 days after infection in the spleen, presumably because of an 
inhibition of erythropoiesis by inflammatory cytokines
36
 during Plasmodium berghei 
infection. To decipher the mechanism involved in hepcidin suppression we studied the 







found that erythroferrone (Erfe) mRNA expression mirrored circulating levels of EPO and 
was induced in the bone marrow (~128-fold) and in the spleen (~2000-fold) of PbK-infected 
mice compared to control mice at day 18 (Figure 5D). The increase in Erfe mRNA expression 
in the spleen is mostly attributable to the expansion of the splenic erythroid compartment, 
as shown by Gypa mRNA expression (Figure 5C). On the contrary, Gdf15 and Twsg1 mRNA 
expression did not correlate with hepcidin suppression during malarial infection. Indeed, 
Gdf15 mRNA expression was only slightly increased between day 1 and day 9 in the bone 
marrow and the spleen of infected mice and returned to normal before hepcidin 
suppression (Supplementary Figure 2). Similarly, Twsg1 mRNA expression showed only 
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minor fluctuations in the spleen and was significantly decreased in the bone marrow 11 and 
13 days after infection compared to control mice (Supplementary Figure 2). 
 
Erythroferrone contributes to hepcidin suppression during malarial anemia and its 
absence in Erfe
-/-
 mice has a significant impact on parasitemia 
To determine whether ERFE contributes to hepcidin suppression during malarial infection, 
we compared WT and Erfe
-/-
 after infection with PbK. Six mice per genotype were infected 
with PbK and blood was repetitively sampled on days 0, 7, 10 and 13 before the mice were 
analyzed on day 16. The repetitive blood puncture did not influence serum hepcidin 
concentration (Figure 6A). We found that serum hepcidin concentration was similarly 
elevated in WT and Erfe-deficient mice 7 and 10 days after infection compared to baseline 
at day 0 (Figure 6B). However, whereas serum hepcidin concentration was reduced below 
baseline in WT mice 13 and 16 days after infection, hepcidin suppression was totally blunted 
in Erfe-deficient mice. In the same line, hepatic hepcidin mRNA expression was 6-fold higher 
in Erfe
-/-
 mice compared to wild-type mice 16 days after infection with PbK (Figure 6C). As a 
consequence of higher circulating levels of hepcidin, Erfe
-/-
 mice had higher spleen iron 
content compared to WT mice 16 days after infection (Figure 6D), which is consistent with 
hepcidin-induced degradation of the iron exporter ferroportin at the cell surface of 
macrophages. These results clearly demonstrate that ERFE contributes to hepcidin 
suppression and mobilization of iron from the stores during malarial infection. Interestingly, 
determination of parasitemia revealed lower parasite count in Erfe-deficient mice compared 
to WT mice 13 days after infection (Figure 7A) suggesting that iron retention in the reticulo-
endothelial system temporarily impeded the multiplication of the parasite. Despite higher 
hemoglobin concentration and RBC in Erfe
-/- 
compared to WT mice at day 10, the drop in 
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hemoglobin (Figure 7B) and RBC (Supplementary Figure 3) was more prominent in Erfe
-/-
 
mice than in WT mice between day 10 and day 13 after infection with PbK (Figure 7B). 
Indeed, Erfe
-/-
 mice had significantly lower hemoglobin at day 13 compared to WT mice. 
Similarly, mean corpuscular volume (MCV) and mean corpuscular hemoglobin (MCH) were 
also lower in Erfe-deficient mice compared to WT mice at day 13 (Figure 7C, D) indicating a 
mild iron restriction in Erfe
-/-
 mice. This shows that, by preventing complete suppression of 
hepcidin, the absence of ERFE leads to transient iron restriction during Plasmodium berghei 
infection and has a significant impact on parasitemia. 
 
DISCUSSION 
Malaria is currently one of the most geographically widespread and deadly diseases 
resulting in around half a million deaths every year
1
. Iron and its regulatory hormone 
hepcidin play a crucial role in determining the multiplicity of malaria infections within the 
host. In accordance with previous studies on other murine models of malaria infection
25, 26
, 
we observed that injection of PbK-infected red blood cells to C57BL/6 mice led to a rapid 
upregulation of hepcidin production. Circulating levels of hepcidin more than doubled 3 to 5 
days after infection but the mechanisms involved in this upregulation remain unclear. 
Although IL-6 has been shown to be correlated with hepcidin in some studies
27-29
, in another 
study urinary IL-6 and hepcidin were not significantly associated
23
. Furthermore, in one ex 
vivo study, human peripheral blood mononuclear cells co-incubated with Plasmodium-
infected red blood cells exhibited a significant upregulation of hepcidin mRNA without 
concomitant IL-6 mRNA increase
39
. Finally, a study investigating the mechanisms by which 
blood-stage malaria infection can prevent the establishment of a liver-stage infection, which 
is thought to be modulated by hepcidin, found that liver-stage inhibition was preserved in 
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mice treated with anti-IL6 antibodies
25
. Thus, the role of IL-6 in hepcidin induction in malaria 
remains controversial. Notably, in comparison to mice injected with lipopolysaccharide 
(LPS)
40
, we did not observe any physiologically relevant increase in serum IL-6 concentration 
4 and 5 days after infection with PbK and phosphorylated STAT3 was not detected in 
hepatocytes (Figure 4 and Supplementary Figure 1). Activin B is a ligand of the TGFβ 
superfamily that is upregulated by inflammatory stimuli such as LPS and was shown to 
increase hepcidin expression through SMAD1/5/8 signaling in hepatoma cell lines
40
. 
Similarly to IL-6, we detected only a mild induction of activin B mRNA expression compared 
to mice challenged with LPS (Figure 4). It is therefore unlikely that IL-6 and activin B 
stimulate hepcidin expression during Plasmodium berghei infection. Dissecting the 
pathways leading to early hepcidin upregulation in response to parasite exposure 
represents a major goal for future studies.  
 
Although the mechanism stimulating hepcidin in malaria is unclear, increased hepcidin 
production appears to have several advantages for the host. First, as seen in this study, 
sustained hepcidin production leads to iron relocalization in macrophages that is reflected 
by the increased splenic iron content in Erfe-deficient mice compared to WT mice. Although 
hepcidin upregulation also blocks iron absorption from the diet, which together with iron 
retention in macrophages probably contributes to the malarial anemia, it routes iron away 
from pathogens that could potentially exploit circulating iron, limiting Plasmodium growth 
and proliferation. Interestingly, the increased hepcidin caused by blood-stage infections was 
shown to significantly reduce the development of liver-stage Plasmodium infection by 
limiting the access of proliferating parasites to iron in hepatocytes
25
. Clearance of an on-
going blood-stage infection with chloroquine returned hepcidin mRNA to normal levels and 
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allowed the development of a secondary liver infection. Thus, the redistribution of iron 
caused by hepcidin is a key factor that can determine the outcome of liver Plasmodium 




Iron sequestered in macrophages is not available for an efficient bone marrow response to 
increased erythrophagocytosis of both parasitized and non-parasitized red blood cells
42
. As a 
consequence, starting at day 7, mice infected with PbK present with a progressive decrease 
in the number of red blood cells, hemoglobin, and hematocrit. A few days later, massive 
erythrocyte lysis due to elevate parasitemia and the negative effects of inflammatory 
cytokines, including TNF-α and IFN-γ, on reticulocyte production leads to severe anemia in 
this experimental model. Stimulation of erythropoietic activity translates into a dramatic 
increase of erythropoietin expression and extramedullary erythropoiesis. These 
manifestations are reminiscent of severe anemia observed in some children living in 
endemic areas of malaria
27, 29
 and is accompanied by a strong repression of hepcidin 
expression, both at the mRNA and the protein level. There is therefore a turning point post-
infection where the signaling pathway that suppresses hepcidin overrides the activation 
pathway associated with blood-stage parasitemia.  
 
Consistent with previous studies
27, 29
, we observed that the suppression of hepcidin starting 
at day 7 was negatively correlated with the increase in erythropoietin. More interestingly, 
we show here that this suppression is also negatively correlated with the expression of the 
recently described erythroid factor erythroferrone (ERFE) in the bone marrow and in the 
spleen. Given that ERFE suppresses hepcidin during increased erythropoietic activity, we 
used Erfe-deficient mice to demonstrate that ERFE was indeed involved in the suppression 
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of hepcidin in mice infected with Plasmodium berghei K173. We showed that, in contrast to 
wild-type mice, Erfe-deficient mice failed to repress their hepcidin below the level of non-
infected mice. As a consequence, they retain more iron in cells of the reticuloendothelial 
system than wild-type mice, which translates into higher splenic iron content and lower red 
blood cell indices. Most interestingly, parasitemia is significantly lower at day 13 post-
infection in Erfe-deficient mice compared with wild-type mice. These data indicate the 
potential benefit of maintaining even a moderate hepcidin production during the course of 
severe malarial. 
We also observed a decrease in hepcidin production in Erfe-deficient mice between days 7 
and 10 after infection which may be attributable to the resolution of the inflammatory 
pathway stimulating hepcidin or to potential additional regulators. Similar results were 
observed in mice treated with heat-killed Brucella abortus particles
43
. However, hepcidin 
levels only returned toward baseline and we did not observe any suppression of hepcidin 
in Erfe
-/-
 mice indicating that ERFE represses hepcidin during malarial anemia. Further 
investigation will be necessary to identify the mechanism leading to hepcidin upregulation 
during malarial infection.  
Surprisingly, Erfe
-/-
 mice had higher RBC and hemoglobin levels compared to WT mice 7 to 
10 days after infection despite comparable parasitemia and hepcidin levels. We speculate 
that ERFE deficiency is somewhat protective against the ability of the parasite to invade or 
to replicate in RBCs during the early stage of infection.  
Given the hepcidin suppressive effect of ERFE
30, 43, 44
 and the clear advantage of Erfe-
deficient mice during malaria infection, ERFE inhibitors would be expected to maintain 
hepcidin levels high enough to impede Plasmodium growth and proliferation and promise to 
be useful adjuvants in the treatment of malaria. However, inhibition of ERFE during malarial 
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infection may also worsen the anemia
30, 43
. Thus, after clearance of the parasite from the 
bloodstream, ERFE or related agonists could, in a second step, accelerate the recovery from 
malarial anemia by increasing intestinal iron absorption and mobilization of iron from the 
stores. 
Importantly, our study focused on the blood stage infection as the liver stage was 
completely bypassed by direct injection of infected RBCs into mice. However, the malaria 
parasite also requires iron during the exoerythrocytic phase of replication in the liver. 
Indeed, hepcidin peptide injection or hepcidin overexpression by transgene or viral vector 
can reduce parasite survival in the liver
25
. It remains to be determined whether ERFE 
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1: Plasmodium berghei K173 infection is accompanied by a strong inflammatory 
response. Parasitemia (A) and white blood cell count (B) progressively increased from day 7 
to day 18. Hepatic Tnf mRNA expression (C) increased from day 1 to day 18 in the liver of 
mice infected with PbK. Similarly, Interferon γ (Ifng) expression (D) significantly increased by 
day 2 and reached a plateau at day 5 after infection with PbK. Data shown are means ± 
s.e.m and were compared for each time point to values for control mice at t = 0 (n = 5 to 10 
mice per group except at day 18 where only 3 mice had survived) by one-way ANOVA. ***P 
< .001, **P< .01, *P< .05. 
Figure 2: Mice infected with Plasmodium berghei K173 (PbK) develop a severe anemia. 
Red blood cell count (A), hemoglobin concentration (B) and hematocrit (C) decreased 
dramatically from day 7 to day 18. Conversely, MCV was increased 13 to 18 days after 
infection with PbK. Data shown are means ± s.e.m and were compared for each time point 
to values for control mice at t = 0 (n = 5 to 10 mice per group except at day 18 where only 3 
mice had survived) by one-way ANOVA. ***P < .001, **P< .01, *P< .05. 
Figure 3: Bi-phasic regulation of hepcidin production during P. berghei K173 infection. 
Consistent with the inflammatory stimulation, serum hepcidin concentration (A) and 
hepcidin (Hamp) mRNA expression in the liver (B) were increased between day 3 and day 5 
but progressively returned to normal between day 5 and 11 and were significantly reduced 
between day 13 and day 18. Data shown are means ± s.e.m and were compared for each 
time point to values for control mice at t = 0 (n = 5 to 10 mice per group except at day 18 
where only 3 mice had survived) by one-way ANOVA. ***P < .001, **P< .01, *P< .05. 
Figure 4: Serum iron and IL-6 concentration and liver Bmp6 and Inhbb mRNA expression 
during P. berghei K173 infection. Serum iron concentration (A) was slightly increased at 
days 4, 13 and 16 whereas Bmp6 mRNA expression (B) was decreased 5 days after infection 
with PbK. Serum IL-6 concentration (C) and liver activin B (Inhbb) mRNA expression (D) were 
marginally increased 4-5 days after infection with PbK compared to mice challenged with 
LPS
40
. Data shown are means ± s.e.m and were compared for each time point to values for 
control mice at t = 0 (n = 5 to 10 mice per group except at day 18 where only 3 mice had 
survived) by one-way ANOVA. ***P < .001, **P< .01, *P< .05. 
Figure 5: Erfe mRNA expression is highly increased during infection with PbK. Epo mRNA 
expression was highly induced in the kidney of infected mice (A). Increased EPO production 
was accompanied by a massive increase in spleen index (B), Gypa (C) and Erfe mRNA 
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expression (D) in the bone marrow and the spleen. Gypa mRNA expression (C) decreased 
between day 0 and day 3 in the bone marrow and the spleen and increased in the spleen 
between day 15 and 18. Data shown are means ± s.e.m and were compared for each time 
point to values for control mice at t = 0 (n = 5 to 10 mice per group except at day 18 where 
only 3 mice had survived) by one-way ANOVA. (A, B) ***P < .001, **P< .01 and (C, D) ***P < 
.001, *P< .05 for the marrow and ### P < .001, ## P< .01, # P< .05 for the spleen. 
Figure 6: Ablation of Erfe leads to impaired regulation of hepcidin and iron retention in the 
stores during infection with PbK. Repetitive blood puncture did not influence serum 
hepcidin concentration in saline controls (A). Serum hepcidin levels (B) were significantly 
decreased below baseline at days 13 and 16 after infection in wild-type mice (solid line, 
dotted symbols) but not in Erfe-deficient mice (dashed line, triangle symbols). At day 16 
after infection with PbK, Hamp mRNA expression (C) was suppressed in WT but not in Erfe
-/-
 
mice. As a result,  
Erfe
-/- 
mice had higher spleen iron content than wild-type mice (D). (A, B) The same mice 
were monitored between day 0 and 16 (n=6 mice per genotype for PbK-treated mice and 4 
mice per genotype for saline controls). Data shown are means ± s.e.m and were compared 
for each mice at each time point to values at t = 0 (***P < .001, **P< .01, *P< .05) and 
between WT and Erfe
-/-
 mice (### P < .001, (## P < .01, # P< .05) by two-tailed Student t-test 
(n = 6 mice per group). (C-D) Data shown are means ± s.e.m and were compared for each 
genotype between mice injected with saline and PbK (***P < .001, **P< .01) and between 
WT and Erfe
-/-
 mice (## P < .01, # P< .05) at day 16 by two-tailed Student t-test. 
Figure 7: Parasitemia, hemoglobin, MCV and MCH in WT and Erfe
-/- 
mice during infection 
with PbK. WT and Erfe
-/- 
mice exhibited similar parasitemia at days 7 and 10 post-infection 
but Erfe
-/-
 had lower parasite count at day 13 (A). Hemoglobin (B) dramatically decreased 
during infection whereas MCV (C) and MCH (D) increased between day 10 and 16. 
Compared to WT mice, the drop in hemoglobin between day 10 and 13 was more 
prominent in Erfe
-/- 
mice despite lower parasitemia. MCV and MCH were lower in Erfe
-/-
 mice 
than in WT mice at day 13 suggesting iron restriction. The same mice were monitored 
between day 0 and 16 (n=6 mice per genotype for PbK-treated mice and 4 mice per 
genotype for saline controls). Data shown are means ± s.e.m and were compared for each 
mice at each time point to values at t = 0 (***P < .001, **P< .01, *P< .05) by One-way 
ANOVA and between WT and Erfe
-/-
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Supplementary table 1 : Primer sequences 
gene forward reverse 


















Tnfa AATGGCCTCCCTCTCATCAG GCTACGACGTGGGCTACAGG 
Infg CAGCAACAGCAAGGCGAAA AGCTCATTGAATGCTTGGCG 
Gdf15 GCTGTCCGGATACTCAGTCCA TTGACGCGGAGTAGCAGCT 




Four-micrometer sections of paraffin-embedded tissues were mounted on glass slides. 
Antigen retrieval was performed by incubating tissue sections with Citrate buffer pH6 for 10 
min at 98°C. Cell membrane was permeabilized using Triton 0.3% for 10 min. Endogenous 
peroxidase activity was quenched by incubating specimens with Dako REAL Peroxidase 
Blocking Solution (Dako, Trappes, France). Tissue sections were then blocked with normal 
horse blocking serum (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) and incubated overnight 
at 4°C with the primary anti-Phospho-Stat3 (Tyr705) (D3A7) antibody (1/150; Cell Signaling 
Technology) diluted in PBS-1% BSA. Immunohistochemical staining was performed using the 
ImmPRESS Reagent (ImmPRESS Anti-Goat Ig peroxidase Kit; Vector Laboratories) according 






Supplementary Figure 1: Immunohistochemical detection of p-STAT3 in the liver of mice 
infected with PbK. Phosphorylation of STAT3 was not detectable in the liver of mice at days 
1 (A), 2 (B), 3(C), 4 (D), 5 (E) after infection with PbK. On the contrary, p-STAT3 was found in 
hepatocytes nuclei 1h after LPS administration (F). Original magnification x40. Scale bars 
represent 50 µm. 
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 Supplementary Figure 2: Gdf15 and Twsg1 mRNA expression in the bone marrow and 
spleen of WT mice infected with PbK.  Gdf15 mRNA expression (A) increased in the bone 
marrow (solid line, dotted symbols) and the spleen (dashed line, triangle symbols) between 
day 1 and day 9 (bone marrow) or 13 (spleen). Twsg1 expression (B) was unchanged in the 
spleen and slightly decreased in the bone marrow at days 11 and 13. Data shown are means 
± s.e.m and were compared for each time point to values for control mice at t = 0 (n = 5 to 
10 mice per group except at day 18 where only 3 mice had survived) by one-way ANOVA. 





















W T E r f e - / -
* *
* * *
* * * * * *





Supplementary Figure 3: Red blood cell count in WT and Erfe-/- mice during infection with 
PbK. RBC dramatically decreased during infection with PbK. Compared to WT mice, the drop 
in RBC between day 10 and 13 was more prominent in Erfe-/- mice despite lower 
parasitemia. The same mice were monitored between day 0 and 16 (n=6 mice per 
genotype). Data shown are means ± s.e.m and were compared for each mice at each time 
point to values at t = 0 (***P < .001, **P< .01, *P< .05) by One-way ANOVA and between 
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 Le fer est un élément essentiel à de nombreux processus physiologiques 
fondamentaux. Lors d’une infection, une forte compétition entre l'hôte et l'agent pathogène a 
lieu ; alors que la bactérie a besoin d’acquérir le fer de l’hôte, pour son développement et sa 
virulence, l’hôte déploie de nombreux mécanismes pour protéger ses stocks de fer. Il sécrète 
notamment un peptide capable de moduler l’homéostasie du fer au niveau systémique, 
l’hepcidine, qui va causer une diminution de la quantité de fer sérique, une rétention 
intracellulaire du fer et donc une restriction du fer accessible aux pathogènes.  
 Lors d’une inflammation, l’expression de l’hepcidine est décrite dans la littérature pour 
être principalement induite via l’activation de deux voies de signalisation : la voie STAT3 et la 
voie BMP/SMAD, l’altération de chacune de ces voies conduisant à un défaut d’induction 
d’hepcidine. Cependant, nos précédentes observations publiées ont infirmé le rôle de l’IL6, 
ligand de la voie STAT3, dans la régulation de l’hepcidine en réponse au LPS, et ont 
suggéré l’implication d’un peptide appartenant à la famille du TGFb, l’activine B, dans la 
régulation de l’hepcidine via l’activation de la voie BMP/SMAD in vivo. 
 Dans cette étude, nous nous sommes intéressés au rôle de l’activine B dans la 
régulation de l’hepcidine in vivo, lors d’une infection. Grâce à l’utilisation de souris invalidées 
pour le gène codant l’activine B (Inhbb-/-), nous avons confirmé que l’activine B était un ligand 
endogène de la voie BMP/SMAD dans le foie, puisqu’elle induit la phosphorylation des 
effecteurs SMAD en réponse au LPS. Cependant, nous avons pu clairement démontrer que 
l’activine B, et donc l’augmentation de la phosphorylation des effecteurs SMAD, ne 
participaient pas à la régulation de l’hepcidine in vivo, en réponse à l’infection.  
 Nous nous sommes alors intéressés à l’implication de l’IL6 dans la régulation de 
l’hepcidine. Alors que l’absence d’Il6 n’altère pas l’induction de l’hepcidine in vivo en réponse 
au LPS, cette cytokine semble jouer un rôle clé pour la réponse de l’hôte lors d’une infection 
par une bactérie. Dans ce contexte,  la littérature décrit l’importance de l’IL6 pour une 
réponse immunitaire protectrice de l’hôte lors d’une infection.  
 Lors d’une infection, nous proposons donc l’implication d’une nouvelle voie de 
signalisation dans l’expression de l’hepcidine. De plus, nous suggérons un rôle important de 
l’IL6, non pas dans la régulation transcriptionnelle de l’hepcidine, mais pour la protection de 
l’hôte lors d’une infection bactérienne. Enfin, nos résultats montrent qu’un niveau d’activation 
basal de la voie BMP/SMAD est requis pour une induction d’hepcidine lors d’inflammation, et 
que l’augmentation de la phosphorylation des effecteurs SMAD observée en réponse à 
l’inflammation ne participe pas à cette régulation.  
 Iron and innate immunity: toward a better understanding of the mechanisms 
developed by the host to reduce the iron availability for pathogens” 
 Iron is essential for several fundamental metabolic processes. During 
infection, a strong competition between the host and the pathogen occurs; while the 
bacteria needs to acquire iron from the host, for its growth and virulence, hosts have 
developed several mechanisms to protect its iron stores. In particular, the host 
produces a peptide in order to modulate systemic iron homeostasis, hepcidin. 
Hepcidin decreases the amount of circulating iron, causes intracellular iron retention 
and thus a restriction of accessible iron to pathogens. 
 During inflammation, hepcidin expression is described in the literature to be 
mainly mediated through activation of two signaling pathways: the STAT3 and the 
BMP/SMAD pathways. Impairment of one of these pathways leads to an impaired 
hepcidin induction. However, our previous published observations did not support the 
role of IL6, the major ligand of STAT3 pathway, in the regulation of hepcidin in 
response to LPS, but suggested the involvement of another protein, that belongs to 
the TGFb family, activin B, in the regulation of hepcidin via the activation of the 
BMP/SMAD pathway in vivo. 
 In this study, we investigated the role of activin B in the regulation of hepcidin 
in vivo, during infection. By using knockout mice for the gene encoding activin B 
(Inhbb-/-), our results suggest that activin B is not involved in the regulation of 
hepcidin in vivo in response to infection. 
 We then investigated the function of IL6 in the regulation of hepcidin. Although 
the absence of IL6 does not affect the induction of hepcidin in vivo in response to 
LPS, this cytokine appears to play a key role in the host response during bacterial 
infection. Indeed, the literature describes the importance of IL6 for a protective 
immune response of the host during infection. 
 During infection, we hypothesize that another signaling pathway regulates 
hepcidin expression. In addition, we suggest an important role of IL6, not in the 
transcriptional regulation of hepcidin, but for the host protection during a bacterial 
infection. Finally, our results also show that basal level of BMP/SMAD pathway is 
required for an appropriate induction of hepcidin during inflammation. 
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RESUME 
Les organismes eucaryotes et procaryotes ont besoin de fer pour assurer des 
fonctions essentielles à leur survie. Lors de maladies infectieuses, une compétition 
entre l'hôte et l'agent pathogène a donc lieu et la disponibilité du fer impacte la 
virulence du pathogène mais aussi les défenses antimicrobiennes de l’hôte. 
L’hepcidine est le régulateur central du métabolisme du fer chez les eucaryotes et, 
lors d’infections, son action cause la rétention du fer dans les cellules, afin de limiter 
l’accès au fer aux pathogènes. Dans ces processus, les données de la littérature 
décrivent l’implication de deux voies de signalisation, la voie BMP/SMAD et la voie 
STAT3, dans l’induction de l’hepcidine. L’objectif de ces travaux est de mieux 
comprendre les mécanismes qui régulent l’expression de  l’hepcidine chez l’hôte, lors 
d’une infection. 
Nos résultats montrent que la régulation de l’hepcidine lors d’une infection est 
complexe et remettent en question certaines données de la littérature. Nous 
suggérons notamment l’implication d’une nouvelle voie de signalisation dans la 
régulation de l’hepcidine, indépendante des voies de signalisation BMP/SMAD et 
STAT3. Nous mettons également en évidence l’importance d’une cytokine, 
l’interleukine-6, dans la protection de la réponse de l’hôte lors des infections. 
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